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ВЛИЯНИЕ ЭТАНОЛАМИНА НА БИОСИНТЕЗ БЕЛКА В 
ХЛОРОПЛАСТАХ

Изучалось влияние этанолвмина .на процесс биосинтеза белка в изолированных 
хлоропластзх 14-дневных проростков гороха и кукурузы. Установлена активация г.клю- 
чсния меченых С14-а.м иноки слот в белки хлороплзстов при воздействий i г <1 пол амином 
как в условиях in vitio, так и in vivo.

Хлоропласты являются системой, обеспечивающей наряду с други
ми процессами и синтез белка. В последние годы стало известно, что в 
хлоропластах имеются сложные многокомпонентные системы, ответст
венные за осуществление процессов редупликации, транскрипции и 
трансляции [13]. Тевари и Уилдман [13] показали наличие в них ДПК- 
зависимой РНК-полимеразы, активность которой в 30—40 раз превыша
ла аналогичный показатель в ядрах.

За последнее время из хлорошластов выделены, очищены и пденти- 
фициртваны такие компоненты белоксинтезпрующей системы, как ами
но-ацил РНК-синтетаза, транспортная РНК, рибосомы, полирибосомы.

Мысль о способности пластид к белковому синтезу впервые была вы
сказана в ранних работах Улриха [14], а исследование структуры их про
ведено Менке [10, II, 12]. Андреевой, Плышевской [1], Декеи-Гренсо- 
ном [1-] были представлены косвенные доказательства, подтверждаю- 
цпе вышесказанное. Однако исчерпывающие данные о синтетических 

свойствах хлоропластов были получены позже [4], когда был выявлен в 
хлоропластах ряд ферментативных систем, участвующих в синтезе 
белка. и

В дальнейшем исследованиями Молчанова [3] было показано, что 
за ингсшивн.хть включения С14-аминокислот в белки влияет степень 
дифференциации хлоропластов.

Исслсдованиями I енскол, [удивив, Чен и др. [5, 8] также установ
лено наличие в хлоропластах прорастающего гороха ферментов, активи
рующих аминокислоты, причем активность энзима оказалась макси
мальной в растворимой фракции хлоропластов листьев и в микросо
мальной фракции корешков. Удельная активность фермента в семедо- 
лях возрастала до 4-го дня прорастания, затем снижалась и не зависела 
от ингиоиторов, гербицидов и протеазы. Авторы предполагают, что, оче
видно, фермент синтезируется в процессе прорастания.

Таким образем, в хлоропластах обнаружены энзимы, активирую
щие аминокислоты за счет АТФ обия^-тч^й™ „ооразующеися в тех же структурах пу- гем А в них имеются также собственные рибосо
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мы, I НК и /1.НК., что указывает на исключительную роль этих структур 
в биосинтезе белка [6, 9].

Наши исследования по изучению влияния этаноламина (ЭА) на 
включение С|4-аминокислот в белки были проведены на целых хлоро- 
пластах.

Материал и методика. Для выделения хлоропластьп использовались ростки куку
рузы сорта Краснодарок а я-о и Массимо, а также гороха сорта Моагоиой-В-5 и Побе
дитель. Одна часть семян до проращивания обрабатывалась водой (контроль), а дру
гая—водным раствором этаноламина в стимулирующих концентрациях (опыты in vivo, 
р отличие от других серий, где этанолам ин будет включаться непосредственно *0 реак
ционные смеси—in vitro).

10—12-дневные растения, выращенные из проросших семян в условиях гюдной 
культуры на питательной среде в оранжерее, срезались, и навески в определен
ном соотношении растирались в фарфоровой ступке на холоду с замороженным са
харозным трис-буфером (сахароза—0,5М, KCI—10-2М, MgCl2.6H2O—10֊2\\, трис 
IАнглия) — IO՜2 М. pH 7,6). Гомогенат отжимали через полотно. Фильтрат центри
фугировали в течение 5 мин при 500Xg для удаления дебриза (фрагменты клеток— 
клеточные оболочки, ядра, песок, неразрушенные клетки, крахмал и т д.) Из супер
натанта получали хлоропласты путем центрифугирования при 3000Xg в течение 

минут. Осадок хлоропластов промывали трижды холодной 0,5 М сахарозой центри
фугированием в тех же условиях. Все операции по выделению хлоропластов проводи
лись быстро и строго на холоду в условиях 1—3°С.

Навеска хлоропластов тщательно суспендировалась в определенном обьемс (6- - 
8 мл) трис-буфера и вносилась в инкубационную среду для включения метки Среда 
инкубации в контрольных вариантах содержала: С1 ♦-аминокислоты (0,1 мл гидролиза
та белков хлореллы (ЧССР)—200 тыс. и-мп. в пробе, трис-буфер—0,1 мл, pH 7.4. хло
ропласты—0,3 мл). В опытных вариантах в условиях in vitro вместо трис-буфера вно
сился раствор трис-буфера с эта латам ином (1 мкг/мл и 10 мкг/мл); конечный объем 
среды во всех случаях—0,5 мл. Отдельно ставился контроль на адсорбцию. Инкубация 
велась при температуре 22—25° в течение 1 часа, повторность вариантов—3-кратная. 
После инкубации белки осаждались СС13СООН, конечная концентрация ее дл•։ соблю
дения полноты осаждения составляла строго 5% [2]. Суспензия после стояния на хо
лоду в течение 1 часа центрифугировалась при 5000 об/мин. за 10 мин полученный оса
док белка пятикратно отмывался 5% ТХУ. Далее осадок суспензировался в 0.2 XHCI 
при 70° в течение 20 мин (удаление крахмала) и снова выдерживался прд 90° в тече
ние 30 мин с 5% ТХУ (удаление нуклеиновых кислот). После последовательных отмы
вок спиртом (60°), спирт-эфир—хлороформенной смесью (2:2:1) и ацетоном осадок с 
сухими намеченными аминокислотами и 5% ТХУ оставлялся на ночь (для ускорения 
десорбции), трижды промывался 5% ТХУ, растворялся в 2% NaOH (или муравьиной 
кислоте) и переносился на латунные диски. Радиоактивность определялась на радио
метре ПП-8 «Волна» с газопроточным счетчиком для 'измерения малых активгостси и 
мягкого p-излучения СОТ-25БФЛ.

Результаты и обсуждение. Данные по включению С14-аминокислог 
в белки хлоропластов кукурузы и гороха представлены в таблице (при
водятся данные по удельной радиоактивности в имп/мин/мг белка).

Судя по данным таблицы, наибольшая интенсивность включения 
С14-аминокислот в белки наблюдается в опытах с добавлением этанола
мина в инкубационную среду к интактным хлоропластам, т. е. в опытах 
in vitro. В опытах с предварительной обработкой семян (in vivo) она 
ниже, разница составляет 25—30 %. В то же время в опытах in vitro бо-
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in vitro
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ими мин/мг 

белка
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ность, 
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белка

Горох (nt из֊ 2 4)
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удельная 
радиоактив

ность, 
НМП/МНН/М1 

белка

удельная 
радпоакгин- 

ность, 
ими, мил/мг 

белка

Контроль
Этанола мин, 10 мкг

Этаноламин, I мкг

Этаноламин, 10 мкг

М+ш
Mi ± ш։ 
I 
р
Ма+т։
1
Р
M^+nij
(
Р

117,1 + 13,4
139.7+13,6

1,183 
0,3

159,2+13.8
3,109 
0,05

87.4+7,85 175+7,6
275*2+25,2 

3,805 
0,01

302 + 14,7
7,66
0,01

150,1 + 13,8

151.7+12,1
4,46 
0,01

191+3,46
2,362
0,05

лее высокое включение метки в белки получено при концентрации эта
ноламина 1 мкг, чем при концентрации 10 мкг (разница—12—15%).

Предварительная обработка семян этаноламином (10 мкг и 1 мкг) 
статистически достоверно активизирует включение С14-аминокислот в 
хлоропласты, выделенные из 10—14-дневных проростков как кукуру
зы, так и гороха. Активизация включения С1 ^аминокислот в белки хло- 
роиластов кукурузы в опытах in vitro при концентрации этаноламина 
10 мкг составила 19% (139,7 имп/мин/мг при 117,1 имп/мин/мг в конт
роле), а при концентрации! мкг—на 35 % (159,2 имп/мин/мг). При 
сравнении с анало1ичным показателем у гороха эта разница соответст- 
'՛' 141” оказалась равной 57 и /3% (302 имп/мин/мг при 175 имп/мин/мг 
в контроле).

Как эффект этаноламина, так и общин средний уровень удельной 
радиоактивности в хлоропластах проростков гороха значительно выше, 
чем \ кукурузы (175 имп/мии/мг против 117,0 имп/мин/мг в интактных 
семенах и 302 имп/мин/мг против 159 имп/мин/мг при обработке этано
ламином), что свидетельствует о более деятельной бслоксинтезирующен 
системе в хлоропластах гороха, активно включающей метку аминокис
лот. J

При предварительной обработке семян этаноламином в оптимально
стимулирующих концентрациях (10 4%)
•кукурузы включаю! С14-с

в опытах in vivo хлоропласт!
аминокислоты в белки, 

(151,7 имп/мин/мг при 187,4 имп/мин/м 
(концентрация этаноламина 10֊5%1—на 27 Hoi /|-п ,, , . 10' z//о (191 имп/мин/мг при15(’ имп/мин/мг в контроле).

50 % активнее интактных па
■г в контроле), а гороха
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I аким образом, наилучший эффект этаноламина наблюдается в 
хлоропластах гороха в опытах in vitro, т. е. при непосредственном воз
действии препарата на бслоксинтезирующую систему, В хлоропластах 
же кукурузы этаноламин более эффективен в условиях in vivo, дающих 
возможность воздействовать также через иные пути как, например, че
рез процесс формирования белоксинтезирующей системы и т. т. Анало-<
I п1(11яя закономерность выявилась и при определении радиоактивности
в
в
в

ими за 3 мин. Интересно отметить, что содержание белка (по Лоури) 
хлоропластах кукурузы составило: in vitro—0,67 мг, in vivo—0,707 мг; 
хлоропластах гороха—соответственно 0,75 мг и 0,75 мг.

Полученные данные՝ свидетельствуют о том, что белоксинтеэирую-
щий эффект эганоламина, очевидно, может быть обусловлен следующи
ми обстоятельствами: непосредственным влиянием на конформацию 
компонентов белоксинтезирующей системы, и в первую очередь на РНК 
всех видов, либо опосредованным действием на мембраны, в которых 
упакованы рибосомы (через изменения фосфолипидного состава, ориен
тацию липидов), приводящим к лучшей «пригонке» нужных факторов, 
связанных с мембранами—ламеллами хлоропластов.

Немаловажен и тот факт, что хлоропласты синтезируют не только 
структурные, но и растворимые ферментативные белки. Поэтому усиле
ние включения метки можно считать также результатом усиленного ре
синтеза ферментативных белков, участвующих в процессе биосинтеза 
белка.
Ереванский зооветеринарный институт Поступило 27.V! 1975г.
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ՍՊԻՏԱԿՈՒՑՆԵՐԻ ՐԻՈՍԻՆԹԵԶԸ ՔԼՈՐՈՊԼԱՍՏՆԵՐՈՒՄ և 
էԹԱՆՈԼԱՄԻՆԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԱՅԴ ՊՐՈՑԵՍՈՒՄ

Ա մ փ n ւ|ւ n ւ մ

— նշված ատրւմներ ւղարունակող ամինաթթուների միջոցով ապա
ցուցվել 4 նրանց ներգրավմ ան ուժեղացումր եգիպտացորենի և սիսեռի կանաչ 
ծիլերից անջա տված քլորոպլա ստների սպիտակուցների քաղագրության մեջ։ 
ներված է քլս ր ո պ լա ս տն ե ր ի մեկուսացման և սպիտակուցների բիոսինթեզի 
ու սու մնա սիրութ լան մեթոգի մանրամասն նկարագրությունդ Ամ ինաթթու- 
ների ներգրավման ուժեղացման հետ միասին նկատվել է նաև սպիտակուցի 
տեսակարար ռադիոակտիվության բարձրացում։ ^.աստատված է, որ էթանո- 
բսմինի ագգեցությունր ի հայտ է գալիս ինչպես սերմերի նախացանքային 
մշակման (in ViV0), այնպես էլ ինկուբացիոն միջավայրում ավելացնելու 
դեպքում (in Vitro).

Հողվածում քննարկվում է էթանոլամինի ա ղգե ցութ յան հնարավոր մե 
խանիղմներր սսլիտակուցի սինթեգման պրոցե սում ւ
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