
ISSN 0233-7657. Біополімери і клітина. 2006. Т. 22. № З 

Выделение гистидиновой тРНК из 
Thermus thermophilus и изучение ее 
первичной структуры и участков взаимодействия 
с гомологичной аминоацил-тРНК синтетазой 

О. И. Гудзера, И. А. Крикливый, А. Д. Яремчук, М. А. Тукало 

Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины 
Ул. Академика Заболотного, 150, Киев 03143 , Украина 

mtukalo@imbg. org. ua 

Структура гистидиновых тРНК (тРНК?11*) отличается от структур тРНК других аминокис­
лотных специфичностей наличием на 5'-конце дополнительного нуклеотида (G-J). Для изучения 
молекулярного механизма взаимодействия mPHK**^ с гистидил-тРНК синтетзой разработан 
метод очистки тРНК1*1* из Т. thermophilus и изучена первичная структура изоакиепторной формы 
thPHKiHts. Индивидуальную тРШС* выделяли из суммарной тРНК, используя комбинацию 
хроматографии низкого давления на бензоилированной ДЭАЭ-целлюлозе (БД-целлюлоза) и ДЭАЭ 
Toyopearl 650 с жидкостной хроматографией высокого давления на колонках DEAE 5PW и 
Ultrapore С8. Первичную структуру mPHKiHls из Т. thermophilus определяли с использованием 
методов быстрого гель-секвенирования. Изученная структура отличается от mPHld*13 из 
Escherichia coli по 23 положениям. Участки взаимодействия mPHKiHls из Т. thermophilus с 
гистидил-тРНК синтетазой исследовали с помощью метода химической модификации нитрозоэ-
тилмочевиной. Показано, что гистидил-тРНК синтетаза защищает от алкилирования этилнит-
розомочевиной следующие фосфаты mPHf^1^: 8 — между акцепторным и D-стеблем; 27, 28, 29 — 
с 5'-стороны антикодонового стебля; фосфат 34 в антикодрне и фосфаты 67, 68 с 3'-стороны 
акцепторного стебля. Все обнаруженные участки тРНК*1* локализованы на одной стороне 
пространственной структуры тРНК — там же, где и вариабельный стебель. D-стебель находит­
ся с противоположной стороны и не взаимодействует с ферментом. 

Ключевые слова: тРНК, аминоацил-тРНК синтетаза, РНК-белковое узнавание, химическая 
модификация. 

Введение. Точность биосинтеза белка зависит от 
правильного аминоацилирования тРНК аминокис­
лотами. Эта реакция катализируется аминоацил-
тРНК синтетазами, специфически узнающими го­
мологичную аминокислоту и тРНК. В настоящее 
время достигнуты значительные успехи в решении 
вопроса, каким образом аминоацил-тРНК синтета-
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зы узнают специфические тРНК из пула различ­
ных тРНК, имеющих сходную третичную структу­
ру [ 1 , 2 ] . Структура гистидиновых тРНК отлича­
ется от структур тРНК других аминокислотных 
специфичностей наличием на 5'-конце дополни­
тельного нуклеотида G - 1 , образующего дополни­
тельную пару с дискриминаторным основанием в 
положении 7 3 , поэтому акцепторный стебель 
T P H K № s на одну нуклеотидную пару длиннее, чем 
у других тРНК. У T P H K H i s прокариотов и органелл 
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дискриминаторным основанием является С73, у 
эукариотов — А73 и G73 [3 ]. 

Изучение аминоацилирования in vitro транс-
криптов T P H K H , S Escherichia coli показало, что пара 
G-l—С73 является наиболее важной детерминан-
той узнавания гистидил-тРНК синтетазой, в то 
время как антикодон играет менее выраженную 
роль [4]. С другой стороны, исследование аминоа­
цилирования транскриптов T P H K H , S ИЗ дрожжей 
выявило, что вклад антикодона в узнавание тРНК 
гистидил-тРНК синтетазой больше по сравнению с 
ролью дискриминаторного основания [ 5 ] . В насто­
ящее время получены кристаллы комплексов гис-
тидил-тРНК синтетазы Е. coli и Т. thermophilus с 
низкомолекулярными субстратами — гистидином и 
гистидиниладенилатом, и при помощи рентгено-
структурного анализа выяснена их структура, а 
также предложен механизм активации гистидина 
[ 6 — 9 ] . На основании изучения распределения за­
рядов на поверхности гистидил-тРНК синтетазы Т. 
thermophilus и сравнения этих результатов с дан­
ными для других аминоацил-тРНК синтетаз Па 
класса предложена модель узнавания T P H K H i s фер­
ментом [8 ]. Получены также кристаллы комплекса 
TPHKH i s—гистидил-тРНК синтетаза Т. thermophilus 
[7 ], но структура этого комплекса пока не опреде­
лена, поэтому существенный интерес представляет 
изучение взаимодействия T P H K H I S С ГИСТИДИЛ-ТРНК 
синтетазой в растворе. 

В данной работе описано выделение T P H K H , S Т. 
thermophilus, определение ее первичной структуры 
и изучение участков взаимодействия с гистидил-
тРНК синтетазой в растворе. 

Материалы и методы. В работе использовали 
[а- 3 2Р]АТР, [у- 3 2Р]АТР, [5'- 3 2Р]рСр с удельной 
активностью 2000—3000 Ки/ммоль («Amersham», 
Англия); Т1-РНКазу из Aspergillus orizae («San-
куо», Япония); щелочную фосфатазу Е. coli («Wor-
thington», США); Т4-полинуклеотидкиназу («Boeh-
ringer», ФРГ); нуклеазу PI из Penicillium citrinum 
(«Calbiochem», США); РНКазы VI из яда кобры, 
PhyM из P. polycephalum, U2 из Ustilago sphaero-
gena, CL3 из печени цыпленка, РНКазу из Bacillus 
cereus— производства «Pharmacia» (Швеция). 
Этилнитрозомочевина синтезирована А. Г. Терен-
тьевым (ИМБиГ НАН Украины). 

Клетки экстремального термофила Т. thermo­
philus НВ-27 выращивали в ферментере объемом 
300 л в среде, содержащей пептон (2 % ) , дрожже­
вой экстракт (1 %) и NaCl (0,2 % ) , при темпера­

туре 7 4 — 7 6 °С и интенсивной аэрации со скоро­
стью 200 об/мин. Клетки собирали центрифугиро­
ванием. 

Суммарную тРНК получали фенольной экст­
ракцией РНК из биомассы с последующей депроте-
инизацией смесями фенол:хлороформ ( 1 : 1 ) и хло-
роформ:изоамиловый спирт ( 9 : 1 ) [ 1 0 ] . Для очистки 
препарата РНК от белков и примесей нуклеотид-
ной и полисахаридной природы использовали хро­
матографию на ДЭАЭ-целлюлозе, уравновешенной 
0 , 0 1 2 5 М трис-HCl, рН 7 , 5 . Примеси элюировали 
вначале 0 , 1 5 М NaCl, а затем 0 , 2 5 М NaCl в том 
же буфере. тРНК с колонки элюировали 1 М NaCl, 
осаждали 2 , 5 объема охлажденного этилового спир­
та в присутствии 2 % ацетата калия. Осадок тРНК 
собирали центрифугированием, промывали 7 0 %-м 
этиловым спиртом и высушивали. 

Индивидуальную T P H K H i s выделяли из суммар­
ной тРНК, используя хроматографию на бензоили-
рованной ДЭАЭ-целлюлозе (БД-целлюлоза), ДЭ-
АЭ Toyopearl 6 5 0 и жидкостную хроматографию 
высокого давления (ЖХВД) на колонках DEAE 
5 P W и Ultrapore С8 (оборудование «Gold System» 
фирмы «Весктап», США). 

ГИСТИДИЛ-ТРНК синтетаза из Т. thermophilus 
получена в гомогенном состоянии методом, описан­
ным ранее [ 7 ] . 

Акцепторную активность T P H K H I s на разных 
стадиях очистки определяли по максимальному 
уровню образования мС-гистидил-тРНК. Стандарт­
ная реакционная смесь в объеме 0 , 2 5 мл содержала 
0 ,1 М трис-HCl, рН 7 , 6 , 1 0 мМ MgCl2, 5 мМ АТР, 
0 , 0 2 мМ 14С-гистидин, 0 , 4 мг суммарного препара­
та аминоацил-тРНК синтетаз из Т. thermophilus и 
0 , 0 5 мл раствора тРНК из исследуемых фракций. 
Реакционную смесь инкубировали в течение 7 мин 
при 6 5 °С, реакцию останавливали добавлением 
0 , 5 мл охлажденной 1 0 %-й ТХУ. Осадки аминоа-
цил-тРНК наносили на фильтры GFC, промывали 
2 %-й ТХУ, высушивали и определяли радиоак­
тивность в толуольном сцинтилляторе. 

Мечение T P H K H i s радиоактивным фосфором по 
З'-концу проводили с помощью [5'- 3 2 Р]рСр и РНК-
лигазы [ 1 1 ] , [а- 3 2Р]АТР и тРНК-нуклеотидил-
трансферазы [ 1 2 ] , выделенной, как описано в ра­
боте [ 1 3 ] . По 5'-концу T P H K H i s метили с использо­
ванием [у- 3 2Р]АТР в реакции кинирования [ 1 4 ] . 

Первичную структуру T P H K h , s изучали, ис­
пользуя два метода секвенирования меченой тРНК: 
специфическую химическую деградацию [ 1 7 ] и 
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ферментативное секвенирование, основанное на 
гидролизе тРНК специфическими эндонуклеазами 
[16, 17]. 

Ферментативное расщепление T P H K H I S ИЗ Т. 
thermophilus проводили в течение 15 мин при 55 °С 
в 5 мкл буфера. Для РНКаз Т1 и PhyM использо­
вали 20 мМ Na-цитрат, рН 5,0, 1 мМ ЭДТА, 7 М 
мочевину; для U2 — 20 мМ Na-цитрат, рН 3,5, 
1 мМ ЭДТА, 7 М мочевину; для РНКазы из В. 
cereus — 20 мМ Na-цитрат, рН 5,0, 1 мМ ЭДТА; 
для РНКазы CL3 — 10 мМ Na-фосфат, рН 6,5, и 
4,2 М мочевину. Фрагменты тРНК разделяли элек-
трофоретически в 12,5 %-м и 20 %-м ПААГ, 
содержащем 8 М мочевину. 

Алкилирование меченой T P H K H I S И ее комплек­
са с гистидил-тРНК синтетазой проводили с по­
мощью этилнитрозомочевины в условиях, стабили­
зирующих пространственную структуру тРНК и в 
то же время способстствующих образованию специ­
фического комплекса TPHK H i s—гистидил-тРНК 
синтетаза [18]. Реакционная смесь в конечном 
объеме 25 мкл содержала 50 мМ трис-HCl, рН 7,9, 
5 мМ MgCl2, 2,5 мМ 2-меркаптоэтанол, 0,8 мкМ 
T P H K h 1 s , 3,2 мкМ гистидил-тРНК синтетазу и 
2,5 мкл насыщенного раствора этилнитрозомочеви­
ны в этиловом спирте. 

Реакцию модификации осуществляли при 
37 °С в течение 2 ч и останавливали добавлением 
З мкл З М ацетата натрия, рН 5,5. От аминоацил-
тРНК синтетазы освобождались, обрабатывая реак­
ционную смесь равным объемом водонасыщенного 
фенола. тРНК осаждали добавлением трех объемов 
этилового спирта и 10 мкг гликогена. 

В контрольном эксперименте вместо этилнит­
розомочевины добавляли эквивалентный объем 
этанола. Алкилирование тРНК в денатурирующих 
условиях проводили в 25 мкл 0,3 М Na-какодилат-
ного буфера, рН 8,0, содержащего 0,1 мМ ЭДТА, в 
течение 2 мин при 80 °С. 

Полинуклеотидную цепь расщепляли по моди­
фицированным фосфатам в 10 мкл 0,1 М трис-НСІ, 
рН 9,0, в течение 5 мин при 55 °С. Полученные 
фрагменты тРНК разделяли при помощи электро­
фореза в 12,5 %-м ПААГ в 5 мМ трис-боратном 
буфере, рН 8,3, содержащем 1 мМ ЭДТА и 7 М 
мочевину, с последующим радиоавтографировани-
ем геля. 

Электрофоретические полосы идентифициро­
вали, сравнивая их подвижность с таковой фраг­
ментов тРНК, полученных в результате частичного 

гидролиза ее рибонуклеазой Т 1 . Радиоавтографы 
гелей сканировали при помощи денситометра «U1-
traScan XL» фирмы « L K B » (Швеция). 

Результаты и обсуждение. Выделение индиви­
дуального препарата тРИК11* из Т. thermophilus. 
T P H K H i s выделяли из суммарной тРНК, используя 
комбинацию хроматографии низкого давления на 
БД-целлюлозе и ДЭАЭ Toyopearl 6 5 0 с ЖХВД на 
колонках DEAE 5 P W и Ultrapore С8. 

Хроматография на БД-целлюлозе. 4 г сум­
марной тРНК из Т. thermophilus наносили на 
колонку БД-целлюлозы ( 5 * 6 0 см), уравновешен­
ную 5 0 мМ Na-ацетатным буфером, рН 4 , 5 , содер­
жащим 0 , 3 5 М NaCl и 1 0 мМ MgCl2. тРНК элюи­
ровали вогнутым градиентом концентрации NaCl 
от 0 , 4 5 М (буфер А, 4 , 0 л) до 1,5 М (буфер Б, 
2 , 0 л). 

Вогнутую форму градиента создавали, исполь­
зуя градиентные сосуды разного диаметра, отноше­
ние Д А / Д Б составляло 2 : 1 . Применение такой фор­
мы приводит к уменьшению общего объема гради­
ента на 4 0 % и к соответствующему ускорению 
процесса. Кроме того, преимущества этого градиен­
та по сравнению с линейным состоят еще и в том, 
что в начале хроматографии, когда с колонки 
элюируется основная масса материала, создается 
малая крутизна градиента, а в конце хромато­
графии, когда тянется «хвост», градиент становится 
более крутым и материал элюируется более ком­
пактно. Концентрацию NaCl в смесителе после 
выхода объема V (С к) рассчитывали по формуле 
[ 1 9 ] 

Су = СА - «СА ~ CB)-(l - V)/(VA + VB)fA/ss\ 

где СА, Св — начальные концентрации элюента в 
резервуаре и смесителе; VA, VB — начальные объе­
мы жидкости в резервуарах; SA, SB — площади 
поперечного сечения резервуаров. 

Хроматографию осуществляли со скоростью 
120 мл/ч, объем фракций — 1 6 мл. Оставшийся на 
колонке материал элюировали буфером Б, содер­
жащим 1 0 % этанола. В полученных фракциях 
определяли акцепторную активность тРНК н ' 8 . На 
рис. 1 представлена типичная хроматограмма на 
БД-целлюлозе, из которой видно, что T P H K h , s на­
ходится во фракциях 2 7 0 — 3 4 0 , эти фракции объе­
диняли, осаждали 2 , 5 объема этилового спирта, 
высушивали и хранили при температуре - 2 0 °С. 

Хроматография на DEAE Toyapearl 650. 
3 5 0 мг тРНК, полученной после хроматографии на 
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Рис. 1. Хроматография суммарного препарата тРНК из Т. 
thermophilus на колонке с БД-целлюлозой: 1 — оптическая 
плотность при 260 нм; 2 — активность тРНК 
концентрации NaCl 

; 3 — градиент 
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Рис. 2. Очистка тРНК із Т. thermophilus на колонке Ultrapore 
С8. Вертикальными линиями отмечены фракции, которые соби­
рали во время хроматографии. Время выхода TPHKHis из колон­
ки 20,3 мин (фракция 2, степень очистки 95 %) и 23,7 мин 
(фракция 4, степень очистки 80 %) 

БД-целлюлозе, наносили на колонку DEAE Тоуо-
pearl 650 (2,6 x 25 см ), уравновешенную 10 мМ 
Na-ацетатным буфером, рН 4,5, содержащим 0,2 М 
NaCl, 10 мМ MgCl2 и 10 %-й изопропанол. тРНК 
с колонки элюировали линейным градиентом кон­
центрации NaCl 0,2—0,3 М, объем градиента — 
1600 мл, скорость элюции — 150 мл/ч, объем 
фракций — 15 мл. Фракции, содержащие T P H K H I S , 
объединяли, осаждали этанолом и высушивали. 
Полученный препарат содержал около 30 % 
T P H K H I S . 

Дальнейшую очистку T P H K H i s проводили на 
колонках высокого давления с использованием обо­

рудования для ЖХВД Gold System фирмы «Веск-
тап» (США). 

Хроматография на колонке DEAE 5PW. Для 
ее осуществления использовали следующие буфер­
ные растворы: буфер А — 50 мМ трис-HCl, рН 7,5, 
0,2 М NaCl, 10 мМ MgCl2 и 10 %-й изопропанол; 
буфер Б — то же, но 1 М NaCl. Возрастание 
концентрации NaCl в процессе хроматографии про­
водили по кривой № 4, запрограммированной в 
Gold System. Во время хроматографии следили на 
дисплее за профилем элюции и вручную собирали 
фракции, в которых затем определяли акцептор­
ную активность тРНК Н І 8 . Время выхода T P H K H I S С 
колонки составляло 41 мин. 

Хроматография на колонке Ultrapore С8. По­
следняя стадия очистки T P H K H i s — хроматография 
на колонке высокого давления Ultrapore С8 с ис­
пользованием Gold System. Буфер А содержал 
50 мМ ацетат аммония и 10 мМ MgCl2, буфер Б — 
10 %-й изопропанол. Градиент формировали, как 
и в случае хроматографии на колонке DEAE 5PW. 
Результаты хроматографии T P H K H i s на колонке Ul­
trapore С8 представлены на рис. 2. На этой стадии 
очистки выделены две изоакцепторные T P H K H I S В 
индивидуальном состоянии. Выход препаратов со­
ставлял 2,5 и 1,7 мг для тРИК," 1 8 и тРНК 2

Ш 8 

соответственно. При этом чистота полученных пре­
паратов, проверенная с помощью электрофореза в 
8 %-м ПААГ с 8 М мочевиной, была не менее 
98 %. 

Таким образом, разработанный нами метод 
выделения изоакцепторных T P H K H I s дает возмож­
ность получать высокоочищенные препараты 
тРНК, пригодные как для биохимических исследо­
ваний, так и для структурной работы. 

Изучение первичной структуры тРНКі"'*. 
Прежде чем приступить к изучению участков вза­
имодействия T P H K j H I S ИЗ Т. thermophilus с гомоло­
гичной аминоацил-тРНК синтетазой, необходимо 
было определить первичную структуру этой тРНК. 
Для этого применяли два взаимодополняющих ме­
тода: метод быстрого гель-секвенирования с ис­
пользованием специфической химической деграда­
ции по Питти [15] и метод специфического нукле-
азного гидролиза [17]. В результате проведенных 
исследований установлена полная нуклеотидня по­
следовательность T P H K j H , s из Т. thermophilus (рис. 
3). Сравнение первичной структуры изучаемой 
TPHKjH i s со структурой T P H K № S ИЗ Е. coli обнару­
живает довольно большое сходство этих макромо-
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лекул. Различия обнаружены в 23 положениях: 
восемь — в акцепторном стебле, два — в D-петле, 
одно — между D-стеблем и антикодоновым стеб­
лем, три — в антикодоновом стебле, три — в анти-
кодоновой петле, два — в Т-петле (рис. 3). Из 
полученных данных по первичной структуре 
T P H K J H I S ИЗ Т. thermophilus видно, что она имеет на 
5'-конце дополнительный нуклеотид G-1 и допол­
нительную пару G-1—С73 в акцепторном стебле. 
Эти особенности структуры тРНК характерны для 
всех известных T P H K H 1 S ИЗ прокариотов [3]. 

Изучение взаимодействия mPHKjHls с гисти-
дил-тРНК синтетазой методом химической мо­
дификации. Участки взаимодействия T P H K T

H L S из Т. 
thermophilus с гомологичной синтетазой исследова­
ли с помощью метода химической модификации 
нитрозоэтилмочевиной. Ранее установлено, что ал-
килирование фосфатных групп тРНК затруднено в 
местах контакта с ферментом [18]. 

Рис. 3 . Первичная структура тРНК , s из 
Т. thermophilus. Треугольниками обозна­
чены нуклеотиды, которыми она отлича­
ется от T P H K h 1 S ИЗ Е. coli 

На рис. 4 представлен радиоавтограф ПААГ 
после разделения фрагментов, полученных в ре­
зультате расщепления 3'- 3 2Р-меченных T P H K J H I S ИЗ 

Т. thermophilus, алкилированных нитрозоэтилмоче-
виной в отсутствие и в присутствии гистидил-тРНК 
синтетазы. Видно, что в эксперименте, где тРНК 
алкилировали в присутствии гомологичного фер­
мента, модификация некоторых фосфатов происхо­
дит в меньшей степени по сравнению с экспери­
ментами, где тРНК модифицировали в отсутствие 
синтетазы. 

Интенсивности электрофоретических полос, 
отражающие степень модификации фосфатов, оп­
ределяли при помощи сканирующего денситометра 
и рассчитывали относительные реакционные спо­
собности остатков фосфорной кислоты T P H K J H I S , 

находящейся в комплексе с ферментом по сравне­
нию со свободной тРНК (рис. 5). Из данных этого 
рисунка следует, что гистидил-тРНК синтетаза за-
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Рис. 4. Радиоавтограф после разделения фрагментов, получен­
ных в результате расщепления T P H K H I S ИЗ Т. thermophilus, 
алкилированной этилнитрозомочевиной в условиях, денатури­
рующих (7) и стабилизирующих (3, 5) пространственную стру­
ктуру тРНК, а также в присутствии гистидил-тРНК синтетазы 
(7); скобками обозначены факторы, уровень модификации ко­
торых существенно понижается в присутствии гистидил-тРНК 
синтетазы. Соответствующие контрольные инкубации (4, 6, 8) 
проводили в отсутствие этилнитрозомочевины; 2 — T P H K H i s , 
частично гидролизованная нуклеазой Т1. Нумерация полос со­
ответствует положению факторов в структурае T P H K H i s 

U | i и м м і м м ї ї м і і . і м м і і і і м и і ї ї і і і н і и і и і и і м і і и м і і і • і и 

О 10 20 30 40 50 60 Np 

Рис. 5. Отношение реакционной способности остатков фосфор­
ной кислоты (R) в T P H K J H , S ИЗ Т. thermophilus при алкилирова-
ния этилнитрозомочевиной в присутствии гистидил-тРНК син­
тетазы к реакционной способности соответствующих фосфатов в 
свободной тРНК. R{ — отношение интенсивностей, соответству­
ющих электрофоретических полос в експериментах по алкили-
рованию свободной T P H K H i s и в присутствии гистидил-тРНК 
синтетазы; Np — номера фосфатов 

щищает от алкилирования этилнитрозомочевиной 
фосфаты T P H K H i s , находящиеся в положениях 2 7 , 
2 8 , 2 9 с 5'-стороны антикодонового стебля, и 6 7 , 
6 8 — с 3'-стороны акцепторного стебля. Частично 
(более 5 0 %) защищается также фосфат 8 между 
акцепторным и D-стеблями и фосфат 3 4 в антико-
доне. Положение указанных фосфатов в структуре 
T P H K H I s показано на рис. 6. 

Следует отметить, что все обнаруженные уча­
стки T P H K № s находятся на одной стороне простран­
ственной структуры тРНК — в месте локализации 
вариабельного стебля, в то время как D-стебель 
размещен с противоположной стороны и не взаимо­
действует с ферментом. Таким образом, получен­
ные данные указывают на то, что гистидил-тРНК 
синтетаза взаимодействует с гомологичной тРНК 
по типу, характерному для всех синтетаз II струк­
турного класса, т. е. со стороны вариабельного 
стебля [ 2 0 ] . 

В литературе описано изучение комплекса 
T P H K H I S ИЗ Е. coli с гомологичной синтетазой с 
использованием метода защиты сульфозамещенной 
тРНК от модификации йодом [21 ]. Однако в ука­
занной работе, кроме участков тРНК, однозначно 
взаимодействующих с ферментом (например, 5 ' -
сторона антикодонового стебля), обнаружена защи­
та ряда участков, явно не совпадающих с предска­
занной на основании рентгеноструктурного анализа 
структурой комплекса (в частности, участки D-
петли). Полученные артефакты объясняются изве­
стными недостатками используемого авторами ме­
тода [ 2 2 ] . 

2 0 6 
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Представленные нами результаты по защите 
остатков фосфорной кислоты T P H K H I S ОТ химиче­
ской модификации в присутствии гомологичной 
синтетазы находятся в хорошем соответсвии с 
предложенной ранее моделью комплекса T P H K H I S С 
гистидил-тРНК синтетазой из Т. thermophilus [8]. 
Из этой модели следует, что T P H K h , s взаимодейст­
вует с обеими субъединицами фермента. При этом 
можно выделить три основные области контактов 
тРНК с белком: акцепторный стебель тРНК, взаи­
модействующий с каталитическим доменом фер­
мента; коровая часть тРНК, имеющая контакт с 
каталитической частью другой субъединицы фер­
мента и, наконец, антикодоновая ветвь, взаимодей­
ствующая с С-концевым доменом белка. В биохи­
мических экспериментах нам не удалось выявить 
защиту от алкилирования для фосфатов ССА-кон-
ца тРНК по причине известных методических ог­
раничений (сложность осаждения этанолом столь 
коротких фрагментов после реакции алкилирова-
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Рис. 6. Нуклеотидная последователь­
ность T p H K H i s из Т. thermophilus в виде 
клеверного листа: стрелками показаны 
фосфаты тРНК, полностью (сплошная 
стрелка) и частично (пунктирная стрел­
ка) защищаемые гомологичной амино-
ацил-тРНК синтетазой от алкилирова­
ния этилнитрозомочевиной 

ния). В то же время в акцепторном стебле отчет­
ливо обнаруживается защита фосфатов 67 и 68 
(рис. 6). В модели комплекса T P H K H I S С ГИСТИДИЛ-
тРНК синтетазой из Т. thermophilus остаток фос­
форной кислоты 67 взаимодействует с консерватив­
ными аминокислотными остатками белка Arg7 и 
Arg74. На важность такого взаимодействия указы­
вают также данные по мутагенезу, полученные на 
гистидил-тРНК синтетазе из Е. coli, где мутация 
остатка Arg7 приводила к 50-кратному падению Км 

для тРНК в реакции аминоацилирования [23]. 
Остаток фосфорной кислоты 8, частично защищен­
ный гистидил-тРНК синтетазой от алкилирования, 
согласно модели, должен взаимодействовать с ами­
нокислотными остатками петли 96—98. Наиболее 
обширной зоной контакта T P H K H I S С ферментом 
является антикодоновая ветвь, где, по нашим био­
химическим данным, с белком взаимодействуют 
остатки фосфорной кислоты 28—30 в антикодоно-
вом стебле и 34 — в антикодоне. Для взаимодейст-
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вия с фосфатами антикодонового стебля в модели 
комплекса существует кластер положительно заря­
женных аминокислот [8], образующийся амино­
кислотными остатками петли /?13—/314 и остатка­
ми, входящими в состав альфа-спирали а 14. Для 
получения более полной картины контактов С-кон-
цевого домена с антикодоновым стеблем T P H K H i s , а 
также для выяснения деталей взаимодействия этих 
макромолекул на атомном уровне необходимо пол­
учить кристаллографческие данные по структуре 
их комплекса. 

О. I. Gudzera, I. A. Krikliviy, A. D. Yaremchuk, М. A. Tukalo 

The isolation of histidine tRNA from Thermus thermophilus and the 
study of its primary structure and interaction sites with homologous 
aminoacyl-tRNA synthetase 

Summary 

Histidine tRNAs (tRNAHls) are unique in possing an extra 5'-base 
(G-1) not found in other tRNAs. To study the molecular me­
chanisms of tRNA 1 interaction ^ith histidyl-tRNA synthetase, the 
method for purification of tRNA from T. thermophilus has been 
developed and tRNAx

 1 has been sequenced. tRNA from T. 
thermophilus was isolated by combination of low-pressure benzoyl-
DEAE-cellulose and DEAE Toyopearl 650 chromatographies with 
HPLC on DEAE 5PW and reverse^hase columns. The nucleotide 
sequence of T thermophilus tRNA{ has been determined by rapid 
gel-sequencing method. tRNA{

 1 from T. thermophilus is different 
from those of Escherichia coli at 23 positions. The sites of 
interaction of tRNA with histidyl-tRNA synthetase have been 
studied by the method of chemical modification with ethylnitroso-
urea. Histidyl-tRNA synthetase protects from modification following 
phospates: 8 — between acceptor and D-stems, 27, 28, 29 from 
5'-end of anticodon stem, 34 — at the anticodon and phosphates 67^ 
68 from З'-end of acceptor stem All the protected sites of tRNA 
are found on one side of three-dimensional structure of tRNA where 
the variable stem is also located. D-stem is located on the opposite 
side and does not interact with the enzyme. 

Key words: tRNA, aminoacyl-tRNA synthetase, RNA-protein 
recognition, chemical modification. 

О. Й. Гудзера, 1. А. Крикливий, Г. Д. Яремчук, М. А. Тукало 

Виділення гістидинової тРНК із Thermus thermophilus і вивчення 
її первинної структури і ділянок взаємодії з гомологічною 
аміноацил-тРНК синтетазою 

Резюме 

Структура гістидинових тРНК (тРНІ^™) відрізняється від 
структур тРНК іниіих амінокислотних специфічностей на­
явністю на 5'-кінці додаткового нуклеотиду (Q^J)- Для вив­
чення молекулярних механізмів взаємодії тРНК з гістидил-
тРНК синтетазою розроблено метод очищення тРНІ^*1* з Т. 
thermophilus і нвивчено первинну структуру ізоакцепторної 
форми mPHKj . індивідуальну тРНКУ виділяли із сумарної 
тРНК, використовуючи поєднання хроматографії низького 
тиску на бензоїлованій ДЕАЕ-целюлозі (БД-целюлоза) і ДЕАЕ 
Toyopearl 650 з рідинною хроматографією високого тиску на 

колонку DEAE 5PW і Ultrapore С8. Первинну структуру 
mPHKj із Т. thermophilus визначено з використанням мето­
ду швидкого гель-секвенування. Вивчена первинна структура 
відрізняється від тРНк18 із Escherichia coli за 23 положення­
ми. Ділянки взаємодії mPHKj з Т. thermophilus із гістидил-
тРНК синтетазою досліджували методом хімічної модифі­
кації нітрозоетилсечовиною. Показано, що гістидил-тРНК 
синтетаза захищає від алкілування нітрозоетилсечовиною 
такі фосфати тРНк : 8 — між акцепторную і D-гілкою; 27, 
28, 29 — 3 боку 5'-кінця антикодонової гілки; фосфат 34 — в 
антикодоні і фосфати 67, 68 — з боку 3'-кінця акцепторное 
гілки. Усі виявлені ділянки тРНк локалізуються на одному 
боці просторової структури тРНК — там, де й варіабельна 
гілка. D-гілка розташована з протилежного боку і не взаємодіє 
з ферментом. 

Ключові слова: тРНК, аміноацил-тРНК синтетаза, РНК-
білкове впізнавання, хімічна модифікація. 
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