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Изучена первичная последовательность двух изоакцепторных тРНК*™ из Т. thermophllus, содержа­
щих различные антикодоны. При сравнении первичных последовательностей было установлено, 
что гомология составляет 60 %. Основные отличия наблюдаются в вариабельных ветвях и 
антикодоновых стеблях, в то время, как акцепторные стебли и Т-ветви полностью идентичны, 
а. D-ветви отличаются лить одной парой нуклеотидов. 

В в е д е н и е . Интерес к сравнительному изучению 
первичных последовательностей T P H K S E R из Т. ther­
mophllus вызван несколькими причинами. Прежде 
всего, из литературы известно, что в процессе 
аминоацилирования тРНК^ 6 ' у знавание ее гомоло­
гичной аминоацил-тРНК синтетазой реализуется 
специфическим к о д о н е з а в и с и м ы м способом [ 1 ] . 
Т а к о е кодоннезависимое узнавание характерно то­
лько для т Р Н К , е и и т Р Н К , относящихся ко II 
структурному классу [ 1 — 4 ] , а т а к ж е для т Р Н К А ( \ 
относящейся к I классу т Р Н К с короткой вариа­
бельной петлей [ 5 ] . Кроме того, для T P H K S E R Es­
cherichia coli показано, что в а ж н у ю роль в процессе 
узнавания серил-тРНК синтетазой играет прост­
ранственная структура т Р Н К , при этом особое 
внимание уделяется структуре D-ветви и вариа­
бельному району |1 |. Следует отметить также , 
что, согласно генетическому коду, аминокислоте 
серину соответствуют шесть различных кодонов. В 
связи с этим было бы интересно сравнить нуклео-
т и д н ы е п о с л е д о в а т е л ь н о с т и и з о а к ц е п т о р н ы х 
T P H K s v ' ' с различными антикодонами, что может 
служить основой для дальнейших исследований 
пространственных структур этих т Р Н К и изучения 
участков взаимодействия с гомологичной аминоа-
цил-тРНК синтетазой. 

Другой причиной являются экстремальные ус -
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ловия обитания Т. thermophilics — горячие источни­
ки с температурой воды 6 0 — 8 5 °С, поэтому кажет­
ся вероятным, что макромолекулы этого организма 
могут иметь свои структурные особенности. В част ­
ности известно, что молекулы т Р Н К из Т. thermop­
hllus более термостабильны, чем аналогичные мо­
л е к у л ы из Е. coli [ 6 — 9 ] . Расшифровка первичных 
структур нескольких т Р Н К из Т. thermophllus по­
казала , что наличие набора трех модифицирован­
ных оснований: s 2 T и тА в Т -петле и Gm в 
D-петле может быть причиной более высокой тер­
мостабильности этих молекул 110, 1 1 ] . 

Материалы и м е т о д ы . T P H K , S e r и т Р Н К / е г 

получали из суммарного препарата т Р Н К Т. ther­
mophllus в несколько стадий: хроматография на 
колонке с БД-целлюлозой, дальнейшая очистка на 
колонках с D E A E 5 P W и СЗ с использованием 
оборудования для высокоэффективной жидкостной 
хроматографии ( В Э Ж Х ) «Gold Sys tem» («Веск-
man», Австрия) . Чистоту полученной т Р Н К опреде­
ляли электрофорезом в полиакриламидном геле 
(ПААГ) в присутствии 8 М мочевины. 

В экспериментах использовали РНК-лигазу 
( К Ф 6. 5, 1. 3 ) , полинуклеотидкиназу ( К Ф 2. 7. 1. 
7 8 ) , выделенную из клеток Е. coli, инфицирован­
ных фагом Т 4 («Pharmac ia» , Ш в е ц и я ) , Т г Р Н К а з у 
( К Ф 3 . 1. 27 . 3; «Sankyo» , Я п о н и я ) ; щелочную 
фосфатазу из Е. coli ( К Ф 3. 1 . 3 . 1; «Sigma», 
С Ш А ) , щелочную фосфатазу кишок теленка (3 . 1. 
3. 1, «Boehr inger» , Ф Р Г ) ; [бг - 3 2 Р ] А Т Р , удельная 
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активность 3 0 0 0 К и / м м о л ь , 3 2 Р-цитидиндифосфат , 
удельная активность 3 0 0 0 К и / м м о л ь («Amersham», 
Англия) . 

т Р Н К , Ь е г и т Р Н К / е г , 3 2 Р - м е ч е н н у ю по 3 ' - и 
5 ' -концу , получали, как описано в работах [ 1 1 ] и 
[ 1 2 ] соответственно. 

Нуклеотидную последовательность T P H K S e r оп­
ределяли методом быстрого гель-секвенирования с 
и с п о л ь з о в а н и е м д и м е т и л с у л ь ф а т а , г и д р а з и н а 
< « F l u k a » , Ш в е й ц а р и я ) , д и э т и л п и р о к а р б о н а т а 
(«Мегск», Ф Р Г ) , как в работе [ 1 3 ] , а т а к ж е мето­
дом гидролиза нуклеазами Т , , U 2 , Phy М, Bacillus 
cereus и C L 3 («Pharmacia» , [ 1 5 ] ) . 

Модифицированные основания т Р Н К 8 е г опреде­
ляли следующим образом: 1) гидролизовали 2 0 мкг 

т Р Н К Т г Р Н К а з о й и разделяли полученные фраг­
менты т Р Н К на микроколонке с DEAE-целлюлозой 
в градиенте концентрации N a C l при нейтральном 
рН в присутствии 7 М мочевины; 2) рехроматогра-
фировали олигонуклеотиды на колонке с D E A E -
целлюлозой в градиенте NaCl при рН 3 ,5 в присут­
ствии 7 М мочевины с одновременной детекцией 
поглощения материала по длинам волн 2 5 0 , 2 6 0 , 
2 7 0 , 2 8 0 , 2 9 0 , 3 3 0 нм н а ультрамикроспектрофото-
метре «Милихром 1А», П О «Научприбор», Россия) 
[ 1 6 ] ; 3) обессоливали разделенные нуклеотиды на 
колонке с DEAE-целлюлозой в триэтиламмонийби-
карбонатном буфере; 4 ) гидролизовали олигонук­
леотиды нуклеазой А, фосфодиэстеразой змеиного 
яда, щелочной фосфатазой к и ш е ч н и к а теленка ; 5) 

Р И С 1. Разделение нуклеозидов т Р Н К (

Ь е г (а) и T P H K 2

S e r (б) на колонке С 1 8 с использованием В Э Ж Х 
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полученные нуклеозиды разделяли н а колонке С 1 8 
с применением Gold Sys t em [ 1 7 ] . 

Результаты и обсуждение. Нуклеотидные по­
следовательности T P H K , S e r и т Р Н К / е г были опреде­
лены при использовании к а к химических реаген­
тов , так и набора н у к л е а з , специфичных к различ­
ным основаниям в т Р Н К [ 1 4 , 1 5 ] . Д л я более 
точного анализа проведено несколько эксперимен­
тов с разделением м е ч е н ы х олигонуклеотидов в 10 , 
1 2 , 5 и 2 0 % - м П А А Г (результаты не представле­
н ы ) . 

Минорные основания молекул исследовали с 
помощью В Э Ж Х [ 1 7 ] с использованием колонки 
С18 (рис. 1 ) . Из этого рисунка видно, что , кроме 
четырех г л а в н ы х азотистых оснований, T P H K j S e r в 
своем составе содержит минорные основания: 
m 'A , m ' G , G m , t 6 A; а т Р Н К / е г — основания Ч', 
m J A , G m и m s 2 i 6 A . Вид минорного компонента 
т Р Н К определяли как по времени элюции с колон­
ки, так и по спектральным характеристикам. 

Чтобы определить место расположения моди­

фицированного основания в молекуле нами был 
проведен гидролиз т Р Н К T j - н у к л е а з о й . Получен­
н ы е олигонуклеотиды были разделелны по длине 
(при нейтральном р Н ) , а затем по заряду (при 
кислом рН) н а микроколонке с DEAE-целлюлозой 
с детекцией поглощения материала по шести дли­
нам волн н а ультрамикроспектрофотометре «Ми-
лихром» (рис. 2 , 3 ) . Нуклеозидный состав каждого 
олигонуклеотида определяли с помощью В Э Ж Х 
после обработки его нуклеазой А, фосфомоноэсте-
разой и фосфодиэстеразой змеиного яда (таблица) . 
В ходе этих экспериментов были в ы я в л е н ы еще два 
минорных основания: s 2 T и D , которые не были 
обнаружены при разделении нуклеозидов целой 
т Р Н К при В Э Ж Х . Дигидроуридин обнаружен во 
фрагментах Т - 6 (см. р и с 2) и Т - 5 (см. р и с 3) по 
методике, описанной в работе [ 1 3 ] . 

Н а основании д а н н ы х , полученных методами 
быстрого гель-секвенирования , В Э Ж Х и микроко­
лоночной хроматографии, можно полностью рекон­
с т р у и р о в а т ь п е р в и ч н ы е с т р у к т у р ы т Р Н К , 8 е г и 

Определение последовательности оснований в олигонуклеотидах полного Т\-РНКазного гидролизата mPHKiSei и mPHK2Sei 

Ф р а к ц и я 
Олигонуклеотид 

тРНКГ тРНК.2 

П р и м е ч а н и е . G p — G M P ; I — псевдоуридин; D — дигидроуридин; m ' A - l — метиладенозин; t 6 A — ІЧ-((9-/3-В-рибо<|)урано-
зилпурино-6-ил)карбамоил)треонин; m * G — метилгуанозин; Gm — 2 ' - 0 - м е т и л г у а н о з и н ; — 5-метил-2-тиоуридин; ms і A — 2 -
метилтио-. \ '6-изопентил-аденозин 
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300 600 мкл 300 600 мкл 

б 

Рис . 2 . Хроматография исчерпывающего Т г Р Н К а з н о г о гидролизата T P H K J е г из Т. tliermophilus ( 0 , 5 О Е 2 < ) о ) на D E A E - ц е л л ю л о з е 
(колонка 0 , 5 х 7 0 мм) в линейном градиенте концентрации NaCl в присутствии 7 М мочевины, рН 7 , 5 ( а ) ; рехроматография 
отдельных фракций (б). Ф р а к ц и и T - G — 8 ) рехроматографировали на колонке с D E A E - ц е л л ю л о з о й размером 0 , 5 > < 5 0 мм, а 
Т - ( 9 — 1 5 ) — на колонке размером 0 , 5 х 7 0 мм в присутствии 7 М мочевины при рН 3 , 7 
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Р и с . 3 . Хроматография исчерпывающего Т г Р Н К а з н о г о гидролизата т Р Н К 2

 е г из Т. thermophllus ( 0 , 5 О Е 2 6 0 ) н а £ > Е А Е - ц е л л ю л о з е 
(колонка 0 , 5 х 7 0 мм) в линейном градиенте концентрации NaCl в присутствии 7 М мочевины, рН 7 , 5 (а); рехроматография 
отдельных фракций (6). Фракции Т - ( 1 — 7 ) рехроматографировали на колонке с D E A E - ц е л л ю л о з о й размером 0 , 5 x 5 0 мм, а 
Т - ( 8 — 1 6 ) — на колонке размером 0 , 5 * 7 0 мм в присутствии 7 М мочевины при рН 3 , 7 

206 



ПЕРВИЧНАЯ СТРУКТУРА тРНКЯег ИЗ THBRMUS THERMOPHILICS 

Рис . 4 . Структура т Р Н К | Л , Ї Г (а) и т Р Н К 2 ° 1 Г (б) из 7'. thennophilus в виде клеверного листа; б — структура T P H K S e r Е. coli [ 2 0 ] . 
Модификации оснований не учитываются. Обозначены нуклеотиды, абсолютно консервативные для т Р Н К серинового семейства. 
Точками обозначены места вариаций сиквенса . т Р Н К 
показано сплошной линией 

имеют различное количество нуклеотидов в вариабельном районе, что 

т Р Н К 2 из Т. thermophilus (рис. 4 ) . т Р Н К ; г состо­
ит из 9 3 нуклеотидов, т Р Н К / е г — из 9 4 . Каждая 
т Р Н К содержит по семь модифицированных осно­
ваний. Местоположение m[G в структуре T P H K , , S C R 

нами не определено, но, опираясь на литературные 
данные о расположении модифицированных осно­
ваний в структуре т Р Н К [ 1 8 ] , мы предполагаем, 
что mlG находится в положении 9 . Остальные 
минорные компоненты находятся в положениях, 
идентичных для обеих т Р Н К , кроме Ч ; 3 9 . В 
T P H K , S E R в положении 3 9 расположен гаунозин. 

Как видно, обе т Р Н К имеют те же особенности 
первичной с т р у к т у р ы , что и ранее и з у ч е н н ы е 
т Р Н К , выделенные из Т. thermophilus, а именно: 
наличие G m , s 2 T и mlA. 

Следует отметить , что представленная струк­
тура т Р Н К / с г не совпадает с ранее опубликованны­
ми данными о последовательности гена этой т Р Н К 
[ 1 9 ] , однако корректность нашей структуры под­
тверждена независимыми исследованиями структу­
ры гена т Р Н К 2 * с г ( Т у к а л о и др., неопубликованные 
результаты) . 

На рис. 4 представлены структуры T P H K { ' S c ' и 
т Р Н К / к г в виде клеверного листа . Как следует из 
этого рисунка, акцепторные стебли и Т - в е т в и пол­
ностью идентичны. D-ветви отличаются только ин­
вертированной парой 1 0 - 2 5 . В положении 2 6 обеих 

т Р Н К находится пурин, но в T P H K j е г это гуанозин, 
а в т Р Н К / е г — аденозин. 

Наибольшие отличия затрагивают антикодоно-
в ы е стебли и вариабельные в е т в и , причем послед­
ние различаются не только нуклеотидной последо­
вательностью, но и длиной ( 1 9 нуклеотидов в 
т Р Н К / с г и 2 0 — в т Р Н К / с г ) . Эти данные хорошо 
согласуются с результатами , полученными при 
изучении структурных основ дискриминации меж­
ду т Р Н К II класса из Е. coli [ 1 J . Согласно выводам, 
сделанным в этой работе, для специфического у з ­
навания т Р Н К $ е г с ерил-тРНК синтетазой необходи­
мо наличие вариабельного стебля длиной не менее 
чем 4 пары оснований, при этом нуклеотидная 
последовательность всей вариабельной ветви не ­
важна . Различия в последовательностях антикодо-
новых ветвей еще раз подтверждают необязатель­
ное их участие в процессах взаимодействия и 
узнавания серил-тРНК синтетазой. 

Из рис. 4 видно хорошее соответствие между 
первичными структурами T P H K , S E R и т Р Н К / е г из Т. 
thermophilus и «усредненной» последовательностью 
сериновых т Р Н К из Е. coli [ 2 0 ] . У ч а с т к и гомоло­
гии затрагивают в основном структурные элемен­
ты, участвующие в создании L-формы молекулы. 
Это у к а з ы в а е т на то, что в к л е т к а х Г . thermophilus 
процесс узнавания т Р Н К 8 е г с ерил-тРНК синтетазой 
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происходит аналогичным образом при определяю­
щей роли пространственой структуры т Р Н К , что 
хорошо согласуется с данными по структуре комп­
лекса т Р Н К Ь е г с серил-тРНК синтетазой из Т. 
thermophilus, изученного методом рентгенострук-
турного анализа [ 2 1 , 2 2 ] . 

3. М. Петрушенко, О. П. Коваленко, Н. Н. Мальченко, 
J. А. Крикливий, Г. Д. Яремну к, М. А. Тукало 

Ji'er 

Первинна структура т Р Н К з Thermus thermophllus 

Резюме 
Вивченр^ нуклеотидні послідовності двох Ізоакцепторних 
тРНК із Т. thermophllus, які мають різні антикодони. При 
порівнянні нуклеотидних послідовностей було встановлено, що 
гомологія складає 60 %. Основні відмінності стосуються 
структури варіабельних та антикодонових гілок, у той час як 
акцепторні стебла та Т-гілки повністю ідентичні, а D-гілки 
відрізняються лише однією парою нуклеотидів. 

Z. М. Petrushenko, О. P. Kovalenko, N. N. Matchenko, 
I. A. Kriklivly, A. D. Yaremchuk, M. A. Tukalo 

Ser 

T h e primary structure of tRNA from Thermus thermophllus 

Summary 
Sequences of two serine Isoacceptor tRNAs from Thermus 
thermophllus, containing different anttcodons have been studied. 
The homology of sequences is 60 %. The major differences have 
been found In antlcodon and variable arms. Acceptor stems and 
T-arms have the same structures and D-arms differ by)onlyrone base 
pair. 
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