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Введение. Первые попытки изучения связывания фрагментов тРНК, 
содержащих антикодоновую петлю, с рибосомами были предприняты в 
1 9 6 8 — 1 9 6 9 гг. Дьюбом и др., показавшими, что изолированная шпилька 
TPHKfM e t , содержащая антикодон, в присутствии матрицы связывалась 
с 30S субчастицами и 70S рибосомами из Е. coli так же, как и целая 
тРНК, причем существенным было наличие стабильного антикодонового 
стебля [1, 2] . Количественно изучали поли(U)-зависимое связывание 
антикодоновой шпильки фенилаланиновой тРНК из дрожжей с 30S 
субчастицами рибосом при O0C Уленбек и др. [3]. Они подтвердили 
необходимость стабильного антикодонового стебля для связывания, по-
казали, что сродство отдельной шпильки и целой тРНК одинаково и 
что оба эти лиганда связываются с одним и тем же местом на 30S 
субчастицах [3]. Однако отсутствие обратимости реакции связывания 
фрагмента, наблюдавшееся в работе Уленбека, заставляет усомниться в 
правильности полученной константы ассоциации. Кроме того, авторы 
использовали препараты сравнительно малоактивных субчастиц; для 
70S рибосом константа связывания фрагмента вообще не была изме-
рена. В настоящей работе доказана термодинамическая обратимость 
поли (U)-зависимого связывания антикодоновой шпильки дрожжевой 
T P H K p h e с 3 0 S субчастицами при 2 0 — 3 7 ° С , определены значения конс-
тант скорости и равновесия. При этом использовали препараты высо-
коактивных субчастиц, способных связывать до двух молекул тРНК па 
субчастицу [4]. 

Материалы и методы. 30S субчастицы и 70S рибосомы, выделенные из Е. coli 
MRE-600 согласно [4] , предоставлены В. И. Махно. Поли (U) с молекулярной массой 
около 30 ООО приготовлена в соответствии с [5] . Тринуклеотид ApApGp выделен из 
Τι-РНКазного гидролизата дрожжевой Р Н К [6] . Дрожжевая тРНК р 1 і Є (около 1600 
пмолей на 1 ед. А26о) выделена по методу [7] , T P H K p h e из Е. coli (также 1600 пмо-
лей на 1 ед. A 2 G O ) предоставлена Ю. П. Семепковым. Деацилированная дрожжевая 
[ 1 4 C ] т Р Н К Р Ь е , меченная по З'-концу, предоставлена Д. В. Парфеновым. Т4-полинук-
леотидкиназа и Т4-РНК-лигаза — НИКТИ БАВ (СССР) , у - [ 3 2 P ] А Т Ф — ВО «Изотоп» 
(СССР) . В работе использовали тетрациклин («Serva», ФРГ) , эдеип «Calbiochcm» 
(США), 4-гидроксимеркуриобензоат натрия (ПХМБ) «Reanal» ( В Н Р ) , нитроцеллюлоз-

Принятые обозначения: у — доля связавшегося с 30S субчастицами (70S рибосо-
мами) фрагмента (или т Р Н К ) ; ν — количество фрагмента ( т Р Н К ) , связанное рибосо-
мами (моль/моль); R, С — равновесные концентрации соответственно свободных 30S 
субчастиц (70S рибосом) и фрагмента ( т Р Н К ) . 
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ные фильтры «Synpor б» ( Ч С С Р ) с диаметром пор 0 , 3 — 0 , 5 мкм, бычий сывороточный 

альбумин (БСА, «Calbiochem») . 
Додекануклеотидный фрагмент A p C m p U p G m p A p A p Y p ¥ p m 5 C p U p G p выделяли из 

Ті -РНКазного гидролизата дрожжевой T P H K p h e согласно [ 3 ] . Затем его метили 3 2 P 
по 5'-концу с помощью Т4-полииуклеотидкиназы и идентифицировали частичным сек-
венированием в полиакриламидном геле ( П А А Г ) и определением меченого Б'-нуклео-
тида [ 8 ] . Удельная радиоактивность фрагмента определялась после микроколоночной 
хроматографии. Радиоактивно меченный 15-нуклеотидный фрагмент ( Ф 1 5 ) был полу-
чен присоединением тринуклеотида ApApG с 5-стороны к фосфорилированному додека-
меру с помощью Т 4 - Р Н К - л и г а з ы с последующей очисткой электрофорезом в 2 5 %-ном 
П А А Г [ 3 ] . Удельная радиоактивность очищенного Ф15 считалась равной радиоактив-
ности додекамера и составляла от 80 до 160 Бк/пмоль. 

Все эксперименты проводили, если специально не оговаривается, в буфере Т А М 
(0 ,02 M трис-HCl, рН 7,2, 0 ,02 M MgCl 2 , 0 ,2 M NH 4 Cl, 1 мМ Э Д Т А ) . Концентрация 
поли(U) при этом была постоянной и достаточно высокой (насыщающей, 100 м к г / м л ) . 
Для определения количества комплекса пробы (объемом 100 мкл) фильтровали через 
нитроцеллюлозный фильтр при соответствующей температуре без разбавления и про-
мывали два раза по 1 мл буфера ТАМ. Использовали обычно два фильтра диаметром 
12 мм, положенные друг на друга. Такой прием позволяет предотвратить неполную ад-
сорбцию, а определение радиоактивности нижнего фильтра отдельно дает возможность 
оценить степень этой неполноты на верхнем фильтре. Фон без рибосом составлял ме-
нее 1 %, без поли ( U ) — 6 — 8 % всей радиоактивности пробы. 

При низкой концентрации рибосом они довольно быстро теряли способность к 
связыванию т Р Н К и Φ15. Поэтому для стабилизации в пробы с концентрацией рибо-
сом меньшей, чем 1 0 ~ 7 М, добавляли Б С А ( 5 0 — 2 0 0 м к г / м л ) . 

Для каждого препарата Φ15 находили долю фрагмента, способную связаться с 
рибосомами (γ 0 ) . Е е определяли линейной экстраполяцией у к бесконечно высокой 
концентрации R на графике зависимости 1 / у от 1 / R. Для всех использовавшихся 
препаратов при всех условиях γ0 была не меньшей, чем 0,85. 

Реакцию 3 0 S субчастиц с П Х М Б проводили при концентрации последнего 2 Х 
X l O - 4 M и 2 5 0 C 1 ч в буфере Т А М без Э Д Т А . 

Результаты и обсуждение. К и н е т и к а а с с о ц и а ц и и . Примеры 
кинетических кривых показаны на рис. Ii а. Константы скорости ассо-
циации, рассчитанные в предположении о том, что реакция бимо-
лекуляриа, определяются как угол наклона графика на рис. I9 б (линеа-

Рис. 1. Кинетика ассоциации Ф15 с 3 0 S — поли ( U ) : а — 62 нМ 3 0 S , 50 нМ [ 3 2 P ] Ф15, 
0 ° С ( / ) ; 71 нМ 30S, 42 нМ [ 3 2 P ] Ф15, 2 0 °С (2); б — линеаризация тех ж е кривых 
(р — бимолекулярный параметр, определенный в уравнении (7) из работы [ 9 ] ) . У г о л 
наклона прямой дает k + = ( 2 , 3 ± 0 , 3 ) · IO4 M - 1 с - 1 

F i g . 1. Associat ion kinetics of [ 3 2 P ] F l 5 with 3 0 S — p o l y ( U ) :a — 62 n M 3 0 S , 50 nM 
f 3 2 P ] F 1 5 , O 0 C (I); 71 n M 30S, 42 n M [ 3 2 P ] F 1 5 , 2 0 ° C (2), 6 — linear regression of the 
kinetic curves (p — bimolecular parameter determined in Eq. 7 Г9І ) . The line gives — 
= (2 .3=b0.3) · IO4 M - 1 s - 1 

ризация начальной части кинетических кривых [9] ) ; они равны ( 2 , 3 ± 
± 0 , 3 ) · 104 M - 1 C - 1 для всех изученных температур. 

К и н е т и к а д и с с о ц и а ц и и . Поскольку тРНКР Ь е конкурирует с 
Φ15 за место на 30S субчастицах (см. ниже), то в присутствии большо-
го избытка немеченой TPHKp h e в пробах будет наблюдаться практиче-
ски только диссоциация радиоактивно меченного комплекса (рис. 2) . 
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Линеаризация данных по [9] позволяет определить константу скорости 
диссоциации, k-. Она равна (2,9±0,1) . 10-5 с"1 для 0°С и (2 ,9±0,1) X 
X 10-4 с"1 для 20 0C. 

К о н с т а н т ы р а в н о в е с и я . Полученные результаты дают воз-
можность оценить, хотя бы приблизительно, константу ассоциации Ka 
как отношение k+/k-. Для 20°С это отношение равно 7,9· 107 M - 1 , а для 
0°С — 8-108 Μ"1. 

В дальнейшем мы считали, что равновесие в системе достигается 
за время инкубации 3—10 τ, где τ — характеристическое время для би-
молекулярной реакции, определяемое константами ее скорости и кон-

V У 

Рис. 2 . Диссоциация преформированного комплекса [ 3 2 P ] Ф15 — 3 0 S — поли ( U ) при 

0 (а) и 20 °С (б) : 1 — после добавления 5 0 0 нМ немеченой т Р Н К ^ ^ / р 2 — контрольные 

пробы, инкубированные без добавления тРНК P h e E.Coli·; 3 — контрольные пробы, в которых к 

3 0 S — п о л и (U) добавляли смесь [ 3 2 P ] Φ15 с тРНКPhe E.Coli·; 4 — постепенная деградация 

комплекса без добавления БСА 

F i g . 2. Dissociation of [ 3 2 P ] F 1 5 - 3 0 S - p o l y ( U ) complex a t 0 ° C (a) and 2 0 °С (6): 1 — 

after addition of 5 0 0 n M of unlabelled тРНКPhe E.Coli ; 2 — control probes incubated wit-

hout тРНКPhe E.Coli·- addition; 3 — control probes where the mix ture of [ 3 2 P ] F 1 5 and un-

labelled тРНКPhe E.Coli· w a s added to 3 0 S - p o I y ( U ) ; 4 — g r a d u a l degradatioH of the 

complex, without addition of serum albumin 

центрациями компонентов (см., например, [10]). Для наименьших ра-
бочих концентраций соответствующие оценки дали τ порядка 1 ч при 
0°С и 5—15 мин при 20 и 37 °С. Как и в работе [3], для определения 
Ka мы инкубировали небольшое фиксированное количество Φ15 с раз-
личными количествами 30S субчастиц в присутствии поли(U). На рис.3 
приведены данные для трех температур. Пунктиром отмечены теорети-
ческие кривые (изотермы Лэнгмюра), рассчитанные с учетом того, что 
85 % препарата Φ15 способны связываться, и в предположении, что 
каждая субчастица имеет один сайт. Хотя ниже показано существова-
ние двух таких сайтов, предположение оправдано тем, что при избытке 
субчастиц по отношению к лиганду последний связывается, естествен-
но, только па более «сильном» сайте. Рисунок демонстрирует, что хо-
рошо аппроксимируются только данные, полученные в присутствии сы-
вороточного альбумина. В его отсутствие количество комплекса полу-
чается тем меньшим, чем ниже концентрация 30S субчастиц. Ka рассчи-
тывается как концентрация свободных 30S субчастиц на уровне 50 % 
от максимального связывания Ф15. При 20 °С она близка к приведен-
ному выше отношению k+lk- (данные приведены в подписи к рис. 3). 
При 0°С Ka на порядок меньше величины этого отношения. По данным 
рис. 3 оценили энтальпию и энтропию взаимодействия Φ15 с 30S — по-
ли (U) в диапазоне 20—37 °С. Они составляют соответственно —70dz 
± 5 кДж/моль и — 9 3 + 7 Дж· моль - 1 · К - 1 . 

Тем же способом МЫ определили Ka для [14C] TPHKPyehaest. При 20 °С 
она равна (5±0 ,3 ) · 107 M - 1 и практически совпадает с константой ас-
социации Φ15, что согласуется с [3]. Эту систему также оказалось 
необходимым стабилизировать добавлением БСА. 
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К о л и ч е с τ в о м с с τ π а 80S с у б ч а с τ и ц е. Из рис. 4 следует, 
что при достаточно высоких концентрациях Φ15 последний связывается 
поли (U) -зависимо с двумя сайтами 30S субчастицы. Результат графи-
ческого разложения кривой в координатах Скэтчарда но методу [11] 
показан на рис. 4,6, сплошными липнями и позволяет оцепить констан-
ты ассоциации с каждым из сайтов. Они различаются на порядок ве-
личины ((Gzbl)-IO7 и (0 ,4+0 ,1) · IO7 M - 1 соответственно). Изотермы, 
Рис. 3. Определение констант равновесия у 
при связывании Ф 1 5 с 3 0 S — п о л и ( U ) : 1, 
2 — время инкубации 3,5 ч при O c C ; 3, 
4 — 2 ч при 20 °С; 5, 6 — 40 мин при 37 °С; 
1, 3, 5 — и н к у б а ц и я в присутствии Б С Л ; 
2, 4, 6—бел пего. Пробы объемом 100 мкл 
содержали 0 , 5 — 2 , 5 пмоля [ 3 2 P ] Ф 1 5 ( 2 0 — 
2 0 0 Б к ) и 1 — 1000 нМ 3 0 S субчастиц. Штри-
ховой липпеп показаны изотермы Лэнгмю-
ра; К,, подобраны по наилучшему соответст -
вию экспериментальным точкам ( Ι , Ο χ 
X l O 8 M 1 для O 0 C ; 4 , 0 · IO7 M " 1 для 2 0 °С; 
0 , 8 3 · IO7 M - 1 для 37 °С) 
F i g . 3. Determinat ion of b inding c o n s t a n t s 
Oft' Г 3 ' P l г 15 to 3 0 S - p o l y ( U ) : 1, '2— incuba-
t ion t ime — 3 . 5 h at 0 ° C ; 3,4 — 2 h at 20 °С; 
5, 6 — 40 inin at 37 °С; 1, 3, 5 — incubat ion with serum albumin, 2, 4, 6 — i n c u b a t i o n 
without serum albumin. P r o b e s conta ined 0 .5-2 .5 pmol of [ 3 2 P ] F 1 5 ( 2 0 — 2 0 0 B q ) and 
1 - 1 0 0 0 nM of 3 0 S subunits in vo lume of 100 μΐ. The broken line indicate the L a n g m u i r 
i so therms ca lcu la ted for the best fit. They provide / C a = I - I O 8 M - 1 , 4 - Ю 7 M - 1 and 
8 . 3 - I O 6 M - 1 for 0 ° C , 2 0 ° С and 37 °С, respect ively 

приведенные на рис. 3, относятся, естественно, только к более «силь-
ному» из сайтов, поскольку определялись при избытке субчастиц по 
отношению к Ф15. 

Описанная картина качественно и даже количественно близка к 
наблюдавшейся при связывании иптактной T P H K y e a s t в тех же усло-
виях (два сайта с константами ассоциации ( 8 + 2 ) · IO7 и (1 ,0+0 ,2) X 
XlO7 M - 1 при 20 °С, рисунок не приводится) и к описанной ранее при 
связывании Phe-TPHKphe [4, 12]. 

Взаимодействие Ф15 с 30S — поли(ІІ) подавляется Ю - 5 M эдеипом 
пе менее чем в 100 раз (рис. 4, а). Точки, соответствующие связыванию 
Φ15 в присутствии тетрациклина, располагаются между показанными 
на рис. 4 ,6 , изотермами для «сильного» и «слабого» сайтов. 

В з а и м о д е й с т в и е Φ15 с 70S р и б о с о м а м и . График 
Скэтчарда, приведенный па рис. 5, сходен с графиком на рис. 4 ,6 , т. е. 
ясно показывает, что поли (U)-зависимое связывание Φ15 с полными 
рибосомами 70S также происходит па двух сайтах с неодинаковым срод-
ством. Разложение по методу [11] позволяет оценить константы ассо-
циации. Они оказываются близкими к соответствующим константам для 
связывания Ф15 с 30S — поли(ІІ) ( ( 4 ± 1) IO7 и (0 ,4+0 ,1) · IO7 M" 1 ) . 
Тетрациклин в этом случае четко подавляет связывание Φ15 только со 
«слабым» сайтом, пе влияя на «сильный» (рис. 5). 

Ассоциация с сильно связывающим сайтом может быть определена 
отдельно в условиях избытка рибосом по отношению к Φ15. S-образная 
кривая, полученная в тех же условиях, что и кривые на рис. 3 (здесь 
пе приводится), дает Ka= ( 6 + 1) · IO7 M"1 при 20 °С. 

Добавление БСА для стабилизации было необходимым и в этой 
системе. 

З а в и с и м о с т ь с р о д с т в а Ф15 к 30S — п о л и ( и ) о т к о н -
ц е н т р а ц и и и о π о в м а г η и я. Эту зависимость определяли при 
20 °С по изотермам, аналогичным приведенным на рис. 3, т. е. только 
для сильно связывающего сайта. Оказалось, что в диапазоне от 10 до 
30 мМ Mg2+ константа ассоциации пе меняется, а при 5 мМ Mg2+ умень-
шается в три раза, т. е. зависимость слабая. 

К о н к у р е н ц и я м е ж д у Ф 1 5 и TPHKphe при с в я з ы в а н и и с 
30S—поли (U). При конкуренции должно быть справедливо соотношение K'd— 
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= Kd + (KdJKi)-Cb где K'd — «кажущаяся» константа диссоциации лиганда 
(в данном случае [32P] Ф15), измеренная в присутствии ингибитора (в дан-
ном случае немеченой тРНКРЬе); K d - истинная константа диссоциации 
лиганда без ингибитора; Ki и Ci — соответственно константа диссоциации 
и концентрация ингибитора (см., например, [13], с. 652). Рис. 6 показывает, 
что зависимости Kd от Ci действительно линейны. В соответствии с при-
веденной выше формулой наклон прямых дает отношение KJKi- O h o 

оказалось равным 1,4, когда ингибитором была TPHKyeast и 0,7 — когда 

Рис. 4. Связывание [ 3 2 P ] Ф15 с 3 0 S — поли ( U ) при 20 °С ( / ) ; то же в присутствии 
М О " 4 M тетрациклина (2) и М О - 5 M эдеина (3); 4 — контрольные пробы без по-
ли ( U ) . Концентрация 3 0 S субчастиц 2 0 — 8 0 нМ, время инкубации 2 ч. Сплошными ли-
ниями показан результат графического разложения изотермы в координатах Скэтчар-
да по методу [ 1 1 ] 
F ig . 4. Associat ion of [ 3 2 P ] F 1 5 with 3 0 S - p o l y ( U ) at 20 °С ( 1 ) ; the same in the presence 
of 1 · 1 0 ~ 4 M tetracycl ine (2) and in the presence of Ы 0 - 5 M edeine ( 5 ) ; control pro-
bes without p o l y ( U ) (4). Concentrat ion of 3 0 S subunits is 20 -80 nM, incubation time — 
2 h. The solid lines indicate the isotherms for two sites calculated graphically [ 1 1 ] 

ингибитором была тРНКPhe E.Coli· Таким образом, TPHKyeast и тРНКPhe E.Coli· свя-
зываются с 30S — поли (U) на тех же сайтах, но первая в 1,4 раза силь-
нее, а вторая во столько же раз слабее, чем Φ15. 

Phe-TPHKp h e [4, 12] и TPHKp h e [14] связываются с двумя сайтами 
30S—поли (U). Этот процесс блокируется эдеином [12, 14]. Тетрацик-
лин блокирует только связывание со «слабым» сайтом [4]. Добавление 
50S субчастицы к комплексу 30S — поли (U), содержащему две моле-
кулы Phe-TPHKp h e , приводит к немедленному образованию дифенил-
алапина [4]. На основании этих данных был сделан вывод о том, что 
более сильно связывающий сайт является частью Р-сайта, а более сла-
б о — частью Α-сайта полной рибосомы. Здесь показано, что Ф15 свя-
зывается практически так же, как интактная TPHKp h e : имеются два сай-
та, сродство обоих лигандов одинаково на каждом из них (по данным 
прямых измерений и конкуренции), одинаково слабая зависимость Ka 
от концентрации Mg2+. Сходны также и кинетические характеристики 
процесса (данные для TPHKp h e здесь не приводятся). Логично пред-
положить, что более сильное связывание Φ15 также происходит на P-, 
а более слабое—-на А-сайте. 

Правда, опыты с тетрациклином, в отличие от системы с Phe-TPHK|he/b 

не дают этому ясного подтверждения. Возможно, что отличие связано с 
имитацией Φ15 антикодоновой ветви не тРНКPhe E.Coli· a TPHKyeast- Анализ 
данных работы [12] показывает аналогичный нечеткий характер влияния 
тетрациклина в системе 30S — поли (U)-Phe-TPHKyeast. 

Влияние эдеина не только подтверждает, что Φ15 взаимодействует 
с P- и Α-сайтами субчастицы, но и показывает, что мишенью действия 
ингибитора служит именно участок связывания антикодоновой вет-
ви тРНК. 

Сходство кинетических и равновесных характеристик доказывает, 
что TPHKp h e не взаимодействует с 30S — поли(U) никакими центрами, 
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лежащими вне области, соответствующей Ф15 (вне N27—N42), т. е. вы-
вод, сделанный ранее в работе [3], полностью подтверждается. Тем же 
самым остается и сродство Φ15 к 70S — поли (U), т. е. структура связы-
вающих Φ15 участков А- и Р-сайтов остается одинаковой и на суб-
частице и иа полной рибосоме. Единственная разница состоит в том, что 
в полной рибосоме тетрациклин подавляет только слабо связывающий 
сайт, не затрагивая «сильного», а па 30S субчастице он влияет па оба 
сайта (рис. 4 и 5). Насколько существенно это различие и в чем его 
причина — пока неясно. 

Cii мк M 

Рис. 5. Связывание [ 3 2 P ] Ф15 с 7 0 S — п о л и ( U ) : 1 — пробы содержали 2 0 — 8 0 нМ 7 0 S 
рибосом; 2 — то же в присутствии Ы 0 - 4 M тетрациклина. Инкубацию проводили 
2 ч при 2 0 °С. Сплошными линиями показан результат графического разложения изо-
термы по методу [ 1 1 ] 
F i g . 5. Associat ion of [ 3 2 P ] F 1 5 with 7 0 S - p o l y ( U ) : / — probes contained 20 -80 n M 7 0 S 
ribosomes; 2 — the same in the presence of 1 - 1 0 - 4 M tetracycline. The incubation time 
w a s 2 h at 20 °С. The solid lines indicate the isotherms for t w o sites calculated graphi-
cal ly [11 ] 
Рис. 6. Конкуренция Ф15 с деацилированной T P H K p h e за связывание с 3 0 S — по-
ли ( U ) : к пробам, содержащим 50 нМ 3 0 S , добавляли 20 нМ [ 3 2 P ] Ф15 в смеси с 
1 5 0 0 — 5 0 0 0 nM T P H K p h e из дрожжей ( / ) или из Е. coli (2) и инкубировали 2 ч при 
20 °С 

Fig . 6. Competition between F 1 5 and deacylated t R N A p h e for binding to 30S-poly ( U ) 
Mixture of 20 nM [ 3 2 P ] F 1 5 and 1 5 0 0 — 5 0 0 0 nM deacylated t R N A ^ a e s t (1) or tRNA^ h c e o / i (2) 
was added to the probes containing 50 nM 3 0 S subunits and incubated 2 h at 2 0 °С 

На сильно связывающем (предположительно, Ρ) сайте сродства 
Ф15 к 30S — поли(и) более чем на порядок величины превышает срод-
ство в растворе пары молекул тРНК ( T P H K g 1 u — T P H K p h e ) со взаимно 
комплементарными антикодонами [15]. Еще большие различия выявля-
ет сравнение скоростей диссоциации этих комплексов: при 20 °С разни-
ца достигает четырех порядков величины. Несомненно, что рибосома 
участвует во взаимодействии антикодоновой ветви тРНК с матрицей,, 
увеличивая как сродство, так и энергию активации. Это обстоятельство, 
а также и тот факт, что антикодоновая ветвь тРНК на 70S рибосоме 
является главным, а па 30S субчастице — и единственным участком мо-
лекулы, способным связываться, хорошо согласуются с гипотезой 
А. П. Потапова [16, 17]. Увеличенная энергия активации, возможно, 
вызвана необходимостью конформационной перестройки компонентов 
во время взаимодействия. 

Первые количественные данные Уленбека и др. [3] оказались не-
точными по ряду причин. Здесь показано, что даже при 0°С система 
недостаточно стабильна. При стабилизации добавлением БСА процесс 
связывания Ф15 с 30S — поли(и) выходит на плато через час (вместо 
10 мин по [3]) . Нестабильность в работе [3] явно имела место: эта 
сказывалось на форме экспериментальных кривых, которые отличались 
от изотерм Лэнгмюра. Очевидно, что система не достигала равнове-
сия. Естественно, что значение найденной нами константы ассо-
циации при 0°С в 10—15 раз превышает величину, найденную 
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Улепбеком с сотр. Мы обнаружили также, что при O0C отношение /е+//е__ 
па порядок величины превышает Ku. Эту ситуацию не удается адекват-
но описать в предположении, что связывание протекает в две стадии: 
при подборе параметров не удается получить кривой кинетики с быст-
рым выходом на плато, как па рис. \,а, без дальнейшего медленного 
нарастания количества комплекса. Возможно, что медленное нараста-
ние па самом деле имеет место, но маскируется нестабильностью систе-
мы, и в результате Ka при 0°С оказывается заниженной. Отношение 
k+//k_ равно 8-108 M - 1 и, вероятно, истинное значение Ka находится в 
диапазоне от 1-108 до 8-108 M - 1 . Экстраполяция к 0°С данных, полу-
ченных при 20 и 37 °С, дает промежуточное значение Ka = 3,3· 108 M - 1 . 
При 20 °С и выше равновесие легко достигается и Ka определяется до-
статочно точно. 

Уленбек с сотр. не обнаружили второго сайта на 30S субчастицах. 
Как отмечают сами авторы, причина, возможно, заключается в отличии 
препарата субчастиц, приготовленных менее щадящим методом. Дру-
гими причинами могут быть нестабильность комплекса в отсутствие 
БСА или неполная адсорбция его на фильтрах. Только применение опи-
санного в разделе «Материалы и методы» способа фильтрации через 
двойной фильтр позволило нам избежать неполной адсорбции. 

Неясен пока вопрос о причинах нестабильности системы при дли-
тельной инкубации. Отчасти нестабильность может быть связана с окис 
леппем SH-rpynn, поскольку мы обнаружили, что ПХМБ полностью 
подавляет последующее связывание TPHKp h e и Φ15 (данные не приве-
дены). С другой стороны, добавление β-меркаптоэтапола не стабилизи-
ровало системы. То, что причина нестабильности не связана с диссоциа-
цией рибосомных белков, показано в [3]. Таким образом, роль стабили-
зирующего влияния БСА остается пока не выясненной. 

Авторы выражают благодарность В. И. Махно, Ю. П. Семенкову, 
В. И. Катупину и Д. В. Парфенову за предоставленные препараты, а 
также А. А. Вострову и А. Б. Мериииу — за участие в работе на пер-
вом ее этапе. 

B I N D I N G O F Y E A S T I R N A p h e W I T H A N T I C O D O N A R M 
Т О ESCHERICHIA COLI 3 0 S S U B U N I T S A N D 7 0 S R I B O S O M E S 

S. A. Nekhay, E. M. Saminsky 

B . P . K o n s t a n l i n o v Ins t i tu te of Nuclear P h y s i c s , 
A c a d e m y of S c i e n c e s of the U S S R , G a t c h i n a , L e n i n g r a d Dis tr ic t 

S u m m a r y 

The 15-nucIeoi ide a n a l o g of the yeas t I R N A p h e ant icodon arm binds revcrs ib ly two 
s i tes of E. coli p o l y ( U ) - p r o g r a m m e d 3 0 S r ibosomal subunits . There is a compet i t ion 
between the I R N A p h e f r a g m e n t and t R N A P h e for this b inding . It is blocked to ta l ly by 
edeine and par t ia l ly by te t racyc l ine . The site with h igher a f f in i ty for f r a g m e n t h a s 
been charac ter ized by assoc ia t ion and dissoc ia t ion rate c o n s t a n t s and by equil ibrium 
af f in i ty c o n s t a n t . The second site revea ls the a f f in i ty c o n s t a n t at 20 °С one order of 
m a g n i t u d e lower. 

7 0 S r ibosomes bind the f r a g m e n t quant i ta t ive ly and qual i ta t ive ly in a lmost the sa-
m e w a y as 3 0 S subunits . 

The a s s o c i a t i o n of the f r a g m e n t with 3 0 S subuni ts is quite s imi lar to a n a l o g o u s as-
soc ia t ion of P h e - t R N A P h o (Kir i l lov S . V. et al., 1980, Nucl . Acids Res. , 8, 1 8 6 - 1 9 3 ) . 
It permits suppos ing by a n a l o g y with the la t ter that the site with high a f f in i ty for 
the f r a g m e n t c a n be p r e s u m a b l y identif ied as a part of the P-s i te , and the site with lo-
wer a f f in i ty — as a part of the Α-s i te of r ibosomc. 
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ИЗМЕНЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ РЕСТРИКТАЗ 
ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ (2 /-5 /)ОЛИГОАДЕНИЛАТОВ in vitro 

3. 10. Ткачук, Л. В. Ткачук, Ε. И. Квасюк, Г. В. Заііцева, 
Ε. Н. Калшшченко, И. А. Миханлоиуло, Г. X. Мацука 

Введение. В последнее время значительно возрос интерес к изучению 
биохимических эффектов (2/—57)олигонуклеотидов. On обусловлен в 
первую очередь установлением важной роли Б'-трифосфатов (2'— 
5х) о л иго а деп и л о вой кислоты [ (2'—W) рррАп, главным образом п=3] 
в качестве ключевого медиатора одного из каскадов биохимических со-
бытии, вызываемых интерфероном fl—З]. Полагают, что путі, биохи-
мических превращений, включающий образование (2'—5')рррАп, дает 
основной вклад в противовирусный эффект интерферона [1—3]. Одна-
ко этим не исчерпывается биохимическое значение указанных олнгоаде-
нилатов. Было показано, что наряду с (27—5х)рррАп в клетках, обра-
ботанных интерфероном, присутствуют 57 - д е φ о с φ о ρ и л и ρ о в а н 11 ы е, «коро-
вью» (2'—5') ол пгоаденплаты ((27—5") An, главным образом п = 3) [4], 
количество которых, по-видимому, пе зависит от концентрации (2 ' - -
5')ρρρΑ?ι. Более того, (27—5х) A3 выполняют, по всей вероятности, само-
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