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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ СИНТЕЗИРУЕМОГО IN VITRO КАЗЕИНА 
С ИСКУССТВЕННЫМИ ФОСФОЛИПИДНЫМИ ВЕЗИКУЛАМИ 

Д. И. Балков, А. Э. Рачков, Л. И. Колчинская, 
Η. Ф. Стародуб, А. В. Ельекая, В. К. Лншко 

Введение. Биогенез мембранных и секретируемых белков характери-
зуется рядом особенностей, в том числе синтезом на мембраносвязап-
ных полисомах и наличием в незрелых полипептидах N-копцевой 
«сигнальной» («лидерной») последовательности. Встраивание и секре-
ция их осуществляется, по-видимому, ко-трансляционно [1—6]. Этот 
процесс включает связывание с эндоплазматическим ретикулумом ри-
босом, синтезирующих секреторный или мембранный полипептид, транс-
локацию его через липидный бислой и процессинг путем удаления 
сигнального пептида [4—7]. Существует мнение, что для связывания 
комплекса рибосома — растущий полипептид с мембраной и трансло-
кации синтезирующегося белка необходимо наличие особого мембран-
ного рецептора [8, 9]. Другие исследователи полагают, что ведущая 
роль в этом процессе принадлежит липидному бислою мембраны [10— 
12]. Д л я изучения трансмембранного переноса белков весьма плодо-
творным является использование моделей на основе реконструирован-
ных систем биосинтеза белка, содержащих липосомы с заданными ха-
рактеристиками (внутренний объем, линидный состав и т. д.) . 

В настоящей работе рассматривается вопрос о возможности вклю-
чения в липосомы эукариотических белков в процессе их синтеза в 
бесклеточной белоксинтсзирующей системе из зародышей пшеницы. 
Д л я этого использовали поли(А)+РНК из лактирующей молочной же-
лезы, кодирующую преимущественно секреторный белок казеин, и по-
ли ( А ) + Р Н К из лизата ретикулоцитов, кодирующую иесекреторный бе-
лок глобин. 

Материалы и методы. Тотальную Р Н К из молочной железы коров получали по мо-
дифицированному методу [13]; Р Н К из ретикулоцитов кролика — согласно [14]. 
П о л и ( А ) + Р Н К выделяли из суммарных препаратов Р Н К по методу, описанному ра-
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нее [15]. Бссклеточная белоксинтезирующая система содержала 523-фракцию из з а -
родышей пшеницы [16] в концентрации 20 ед. А2бо/мл, 20 мМ H E P E S , рН 7,0, 80 мМ 
КСНзСОО, 3 мМ ( C H 3 C O O ) 2 M g , 1 мМ АТР, 40 мкМ GTP, 10 мМ CP, 20 мкг/мл С Р К , 
2 мМ дитиотреитол, смесь 1 2С-аминокислот (20 мкМ к а ж д а я ) без лейцина, 24 мкМ 
14С-лейцин (8800 МВк/ммоль) , 20 мкг/мл поли(А)+РНК. П о л и ( А ) + Р Н К транслирова-
ли в течение 45 мин при 28 °С. Дальнейшую обработку проб проводили по [13]. 

Препарат суммарного казеина выделяли из свежего молока коров [19] и иодиро-
вали Т-хлораминовым методом [20]. Удельная радиоактивность казеина составляла 
9 Т Б к / м к г . В опытах использовали лецитиновые липосомы, полученные методом «об-
ращенных фаз» [18]. Яичный лецитин получали по [17]. 

Эксперименты по встраиванию синтезирующихся белков в липосомы проводили 
следующим образом. К 100 мкл белоксинтезирующен системы, содержащей 2 мкг мРНК, 
добавляли 20 мкл липосом в концентрации 25 мг /мл и инкубировали 45 мин при 28 °С. 
Затем в пробы вносили по 2,5 мкл 20 мМ пуромицина и инкубацию продолжали еще 
20 мин. Липосомы из системы выделяли гель-фильтрацией на колонке (11 χ 1 см) с се-
фарозой 4В. Фракции объемом по 0,3—0,5 мл собирали и анализировали в них уровни 
радиоактивности и оптического поглощения при 206 нм. Фракцию липосом обрабаты-
вали проназой (10 мкг /мл элюата липосом) в течение 30 мин при 37 °С и очищали 
гель-фильтрацией. Количество метки, связанной с липосомами, определяли в сцинтил-
ляторе Ж С - 1 0 3 на счетчике SL-40 (Франция) . 

Выделение липосом из бссклеточной системы проводили т а к ж е с помощью центри-
фугирования в ступенчатом градиенте концентрации фиколла: 30, 15, 10 %. Смесь, со-
д е р ж а щ у ю липосомы, вносили на дно пробирки и центрифугировали в течение 40 мин 
при 26000 g. 

Иммунохимическое выявление казеина в липосомах осуществляли после делипиди-
ровапия проб [21]. Контролем служил казеин из стандартных растворов, а т а к ж е бел-
ки бссклеточной системы, в которую не вносили экзогенных м Р Н К . В иммунофермент-
ной реакции использовали препарат антител, полученных аффинной хроматографией 
антисыворотки кролика на казеинссфарозной колонке, в качестве вторых антител брали 
конъюгат антикроличьего Ig с псроксидазой («Amersham», Англия) . Пероксидазную 
активность выявляли с помощью 4-хлоро-1-нафтола. 

Результаты и обсуждение. Использованная в работе п о л и ( А ) + Р Н К 
из лактирующей молочной железы является гетерогенным препаратом. 
При электрофорезе в гюлиакриламидном геле помимо небольшой при-
меси 18S рибосомальной Р Н К в препарате выявляются три фракции, 
соответствующие м Р Н К белков молока. Одна из них является основной 
и соответствует 16S м Р Н К казеина [15]. Основная масса продукта 
трансляции этой м Р Н К в бесклеточной системе преципитирует с анти-
сывороткой к казеину и по результатам авторадиографии соответствует 
трем типам полипептидных цепей указанного белка. Из литературы из-
вестно, что поли(А)+РНК из ретикулоцитов кролика кодирует почти 
исключительно глобин [14]. 

В предварительных экспериментах было показано, что при сов-
местной инкубации компонентов бесклеточной системы с липосомами 
ее функциональная активность сохраняется: 1 мкг Р Н К стимулирует 
включение в ТХУ-осаждаемый продукт 10—12 пмолей 14С-лейцина в 
случае казеиновой и 30—40 пмолей — глобиновой м Р Н К . Д л я достовер-
ной оценки включения белков в липосомы были использованы два ме-
тода отделения их от меченых компонентов системы: гель-фильтрация 
через сефарозу 4В и центрифугирование в градиенте концентрации фи-
колла. В обоих случаях оценивали количественный выход. Оказалось, 
что при гель-фильтрации в свободном объеме колонки выходит основ-
ная масса везикул независимо от того, инкубировались они в системе 
или нет. Используя центрифугирование также удалось выделить око-
ло 80 % внесенных в бесклеточную систему липосом, но поскольку гель-
фильтрация является менее трудоемким процессом, ее использовали в 
дальнейшем. 

Последующие эксперименты показали, что в свободном объеме ко-
лонки элюируются не только липосомы, но и полисомы, содержащие 
незавершенные 14С-полипептиды. Д л я отделения от рибосом пептидил-
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т Р Н К пробы обрабатывали пуромицииом в конечной концентрации 
0,5 мМ. Д л я удаления адсорбированных на поверхности мембран ме-
ченых полипептидов липосомы подвергали обработке проназой с по-
следующей гель-фильтрацией. 

На основании проведенных исследований составлена схема поста-
новки опыта по изучению возможности встраивания синтезирующихся 
полипептидов в липосомы. Она включала следующие этапы: 1) транс-
ляцию п о л и ( А ) + Р Н К в бесклеточной белоксинтезирующей системе в 
присутствии липосом; 2) удаление пептидил-тРНК из рибосом с по-
мощью дополнительной инкубации системы с пуромицином; 3) выде-
ление липосом из системы гель-фильтрацией через сефарозу 4В; 4) об-
работку липосом проназой и повторную очистку их гель-фильтрацией; 
5) определение в липосомах продуктов трансляции с помощью радио-
изотопных и иммунохимических методов. 

Т а б л и ц а 1 
Содержание 14С-аминокислоты в препарате липосом после их инкубации 
в бесклеточной системе трансляции поли(А)+РНК 
Label level assambled with liposomes after their incubation in cell-free system 
of lactating mammary glancl and reticulocytes poly(A)+RNA translation 

Контролем на сорбцию аминокислот служило связывание метки 
с липосомами, инкубированными в системе при отсутствии м Р Н К . Ве-
личина эта оказалась весьма незначительной: 1—2 % суммарного 
ТХУ-преципитируемого продукта. 

В экспериментах, проведенных по такой схеме (табл. 1), было 
показано, что при трансляции п о л и ( А ) + Р Н К из молочной железы в об-
работанных проназой липосомах обнаруживается 23 % меченого ТХУ-
осаждаемого продукта. В то же время при использовании Р Н К из рети-
кулоцитов содержание метки едва достигает 2 %. 

Недоступность полипептидов протеолитическому расщеплению мо-
жет быть обусловлена их внедрением во внутренний объем липосом 
и(или) интегрированием в бислой. Д л я рассмотрения этих вариантов 
в опыте использовали липосомы, наполненные проназой. После инкуба-
ции в бесклеточной системе очищенные препараты таких липосом под-
вергали разрушению с последующей преципитацией содержимого 3 %-
ной ТХУ. Мы исходили из того, что проникающие внутрь липосом ме-
ченые полипептиды расщепляются проназой и при осаждении ТХУ ос-
таются в надосадочной жидкости, а пептиды, встроенные в бислой, 
выпадают в осадок. Как видно из табл. 2, с липосомами в указанных 
условиях связывается 32 % тотального продукта трансляции по-
ли (А)+РНК из лактирующей молочной железы. Причем около 23 % 
этого продукта содержится внутри липосом и лишь около 9 % встроено 
в мембрану. 

Таким образом, основная масса связанного с липосомами продукта 
трансляции п о л и ( А ) + Р Н К лактирующей молочной железы проникает 
через липидный бислой и накапливается во внутреннем объеме липо-
сом. Поскольку использованные препараты п о л и ( А ) + Р Н К кодируют 
преимущественно синтез казеина [15], есть все основания полагать, что 
именно он проникает внутрь липосом. Справедливость этого заключе-
ния подтвердилась иммунохимическим анализом содержимого липосом 
(рис. 1). 
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Транслокация казеина через липидную мембрану, как и других 
секреторных белков, осуществляется, по-видимому, ко-трансляционно. 
Так, в случае использования в системе вместо м Р Н К 1251-меченного ка-
зеина при гель-фильтрачии через колонку с сефарозой 4В компонентов 
этой системы (рис. 2) метка (1251-казеин) элюируется значительно позд-
нее, чем липосомы (выходят в свободном объеме) . Это свидетельствует 
о том, что зрелый казеин не способен проникать через липидный бислой. 

Рис . 1. И м м у н о х и м и ч е с к и й анализ продукта трансляции , с в я з а н н о г о с липосомами, ин-
к у б и р о в а н н ы м и в бссклсточной системе т р а н с л я ц и и п о л и ( А ) + Р Н К из л а к т и р у ю щ е й мо-
лочной ж е л е з ы и о б р а б о т а н н ы м и проназой: а — 400 (У), 40 (2), 4 (3) и 1 нг (4) ка зе -
ина; б — 400 нг к а з е и н а ( / ) , 20 (2) и 4 мкл (3) раствора п р е п а р а т а , выделенного из 
липосом, и н к у б и р о в а н н ы х в бесклеточной системе т р а н с л я ц и и казеиновой м Р Н К ; в — 
400 нг ка зеина ( / ) , 20 (2) и 4 мкл (3) раствора п р е п а р а т а , выделенного из липосом, 
и н к у б и р о в а н н ы х в бесклеточной системе без д о б а в л е н и я экзогенных м Р Н К 
F i g . 1. I m m u n o c h e m i c a l a s s a y of the t r a n s l a t i o n p r o d u c t a s s e m b l e d wi th l i posomes a f t e r 
the i r i n c u b a t i o n in the ce l l - f ree sy s t em of l a c t a t i n g m a m m a r y g l a n d p o l y ( A ) + R N A t r a n s -
l a t i on and t r ea ted wi th p r o n a s e : a — 400 ( / ) , 40 (2), 4 (3) and 1 n g (4) of case in ; б — 
400 n g of case in ( / ) , 20 {2) and 4 μΐ (5) of the p r e p a r a t i o n i so la ted f r o m l iposomes in-
c u b a t e d in the ce l l - f ree s y s t e m of case in m R N A t r a n s l a t i o n ; в — 400 n g of case in ( / ) , 
20 (2) and 4 μΐ (5) of the p r e p a r a t i o n i so la ted f r o m l iposomes i ncuba t ed in the ce l l - f r ee 
s y s t e m w i t h o u t e x o g e n o u s m R N A 

Рис. 2. Р а д и о а к т и в н о с т ь ф р а к ц и й при гель -фильтрации через колонку с с е ф а р о з о й 4В 
компонентов бесклеточной белоксинтезирующей системы, с о д е р ж а щ е й липосомы и 1251-
меченный казеин (вместо м Р Н К ) 
F i g . 2. S c p h a r o s e - 4 B gel f i l t r a t i o n of the c o m p o n e n t s of the ce l l - f ree s y s t e m for s y n t h e s i s 
a n d t r a n s f e r of case in in to l iposomes con t a ined 1 2 5 I - labe l lcd case in ( in s t ead of m R N A ) 

Т а б л и ц а 2 
Содержание ыС-аминокислоты в препарате липосом, нагруженных проназой, 
после инкубации их в бесклеточной системе трансляции поли(А)+РНК 
из лактирующей молочной железы 
Label level assambled with pronasa containing liposomes after their incubation 
in cell-free system of casein mRNA translation 

Условия внесения липосом в систему 
Тотальный 

Продукт трансляции, связанный с ли-
посомами, % 

Условия внесения липосом в систему продукт тран-
сляции, % Целые липо- Разрушенные липосомы 

сомы Осадок Супернатант 

Д о н а ч а л а синтеза ка зеина ю о 32 9 23 
П о с л е окончания синтеза казеина 100 9 9 α 

П р и м е ч а н и е . Л и п о с о м ы р а з р у ш а л и д о б а в л е н и е м в среду ТХУ до конечной кон-
центрации 3 %. Смесь ц е н т р и ф у г и р о в а л и и определяли уровень метки в преципитате и 
н а д о с а д о ч н о й ж и д к о с т и . 
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Видимо, наличие на N-конце синтезирующегося казеина «лидерной» 
последовательности и позволяет ему проникать через мембрану в отли-
чие от глобина и зрелого казеина, не содержащих такой последова-
тельности. 

Недавно было показано, что предшественники некоторых секре-
торных белков прочно связываются с липосомами, причем определен-
ная часть полипептидной цепи оказывается недоступной действию про-
теаз [22]. Авторы полагают, что этими участками являются «сигналь-
ные» последовательности, проникающие в бислой. Остальная же часть 
полипептида находилась на наружной поверхности липосом. Скорее все-
го, при нашей постановке эксперимента происходит не только встраива-
ние фрагментов казеина в фосфолипидный бислой, но и проникновение 
синтезированных полипептидов во внутренний объем везикул, хотя о 
размере встроенных полипептидов судить еще трудно. 

Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют, что 
транслокация казеина через искусственный фосфолипидный бислой про-
текает ко-трансляционно, наличие же в мембране специального бел-
кового рецептора не является обязательным. 
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S u m m a r y 

The model sys tem is developed to s tudy the incorpora t ion of p roduc t s of eukaryot ic 
m R N A cell-free t r ans l a t ion into lecithin l iposomes. It is shown tha t in the presence of 
casein m R N A the 14C-labeled product of t r ans la t ion is accumula ted inside l iposomes. 
When m R N A for globin, a nonsecre tory protein, is t r ans la t ed in th is cell-free sys tem, 
1 4C-label is not found in the in ternal vo lume of l iposomes. The polypept ides ext rac ted 
f rom l iposomes a f te r their incubat ion in the sys tem of casein m R N A t r ans l a t ion in teract 
specifically with ant i -casein ant ibodies . 

These da ta provide evidence tha t the t r ans fe r of syn thes iz ing casein th rough bilaye-
red lipid m e m b r a n e does not require a specific receptor. Inser t ion and t r ans f e r of th is 
protein occur co- t rans la t ional ly , due to the interact ion of «s ignal peptide» with m e m b r a n e 
lipids 
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