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Участь азотистих основ у формуванні просторової 
структури тРНК Ь е и із Thermus thermophilics 
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Методами хімічної модифікації вивчено реакційну здатність азотистих основ, шр входять до 
складу тРНК1*" із Т. thermophilus. Одержані результати свідчать про існування молекул тРНК1*" 
в розчині у вигляді канонічної L-форми. В корі молекули виникають триплетні взаємодії 
(8—14)-21у (13—22J-9 і (15—48)~20а. Дві останні є характерною особливістю відомих просторо­
вих структур тРНК 11 класу. Встановлено, шр залишки 15 і 21 мають різну реакційну здатність 
у mPHKheu і тРНК*ег із Т. thermophilus, шр вказує на відмінності у просторовій будові корових 
частин цих тРНК. 

Вступ. Особливості просторової будови т Р Н К II 
класу, які містять довгу варіабельну гілку, викли­
кають особливий інтерес з боку дослідників. У 
клітинах прокаріот т Р Н К II класу представлені 
T P H K S E R , T P H K U U І т Р Н К Т у г . За допомогою мутаге­
незу було вивчено елементи тРНК з довгою ва­
ріабельною гілкою з Escherichia coli, важливі для 
впізнавання гомологічними аміноацил-тРНК син-
тетазами [ 1 — 4 ] . Показано, що вирішальну роль 
для процесів специфічного аміноацилування ві­
діграють елементи просторової структури т Р Н К , 
особливо для T P H K S E R і T P H K U u , впізнавання яких 
відбувається особливим антикодон-незалежним 
шляхом [ 2 , 3 , 5 ] , тоді як для т Р Н К І класу 
антикодон є одним з найважливіших елементів 
упізнавання [ 6 ] (за винятком т Р Н К А І а [ 7 ] ) . На 
сьогоднішній день методом рентгеноструктурного 
аналізу вивчено структури лише двох т Р Н К II 
класу, а саме — T P H K S E R [ 8 ] і т Р Н К Т у г [ 9 ] із Т. 
thermophilus, та практично відсутня інформація про 
особливості просторової структури прокаріотичних 
T P H K U U . ВІДОМО, ЩО важливу роль у специфічному 
впізнаванні тРНК 1 * 0 Е. coli лейцил-тРНК синтета-
зою відіграють нуклеотиди D-петлі, причому саме 
як елементи просторової структури т Р Н К [ 2 , 1 0 ] . 
Раніше ми порівняли реакційну здатність фосфат­
них залишків у т Р Н К 8 е г і T P H K U U ІЗ Т. thermophilus 
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[ 1 1 ] і не виявили відмінностей на рівні нуклеотидів 
D-петлі. Відомо також, що внутрішньомолекулярні 
взаємодії в т Р Н К відбуваються за участі не лише 
рибозофосфатного остова, але й азотистих основ. 
Тому наступним етапом стало вивчення реакційної 
здатності азотистих основ, які входять до складу 
т Р Н К и и із Т. thermophilus, що дало нам можливість 
провести порівняння з аналогічними даними для 
T P H K S E R Т . thermophilus [ 1 2 ] . 

Матеріали і методи. Індивідуальну T P H K U U 

(CAG) із 7 І . thermophilus виділяли за схемою, 
викладеною у повідомленні [ 1 3 ] . 

У представленій роботі використано диметил-
сульфат, гідразин («Fluka», Швейцарія) ; діетил-
пірокарбонат («Calbiochem», С Ш А ) ; боргідрид нат­
рію («Serva», Німеччина); фосфодіестеразу отрути 
змії (КФ 3 . 1 . 4 . 1 ; «Sigma», С Ш А ) ; тРНК-нуклеоти-
дилтрансферазу дріжджів, яку люб'язно надано 
3 . М. Петрушенко (ІМБіГ НАН України); [а-
3 2 Р ] А Т Р , [у- Р ] А Т Р з питомою активністю 2 0 0 0 — 
3 0 0 0 Кі /ммоль («Amersham», Англія) . 

т Р Н К и и , що містила 3 2 Р на З '-кінці, отримува­
ли, як описано в роботі [ 1 4 ] . 

Алкілування атома N 7 гуанозинів і атома N 3 
цитидинів диметилсульфатом, атома N 7 аденози­
нів — діетилпірокарбонатом і наступні реакції роз­
щеплення т Р Н К за модифікованими основами здій­
снювали, як у роботі [ 1 2 ] . Інкубацію проводили в 
5 0 мМ какодилаті натрію, рН 7 , 0 , 1 0 мМ MgCl 2 при 
температурі 6 5 °С (контрольні інкубації і нативні 
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Рис. 1 . Авторадіограми ПААГ, в 
яких було розділено фрагменти 
тРНкЬе" J thermophilus, одержані в 
результаті модифікації залишків ци-
тидину (а) і гуанозину (б) диметил-
сульфатом, аденозину (в) — діетил-
пірокарбонатом в умовах: нативних 
(Я) , напівденатурації (ЯД) і денату­
рації (Д) структури тРНК, а також 
за умов, у яких визначали нуклео-
тидну послідовність T P H K U U Т. ther­
mophilus (аналогічно до [ 1 3 ] ) (С); 
К — контрольні інкубації за відсут­
ності реагенту 

умови) і за присутності 1 мМ ЕДТА, але за 
відсутності MgCl 2 при 65 °С (умови напівдена­
турації) або 90 °С (умови денатурації) . 

Результати і обговорення. Для модифікації 
азотистих основ у т Р Н К и и Т. thermophilus викори­
стовували два класичних хімічних реагенти: ди-
метилсульфат (для визначення реакційної здат­
ності атома N7 гуанозинів і атома N3 цитидинів) і 
діетилпірокарбонат (для атома N7 аденозинів). 
Радіоавтографи типових експериментів, які демон­
струють результати модифікації нуклеотидів анти-
кодонової і D-гілок, наведено на рис. 1. Узагаль­
нені результати модифікації азотистих основ в 
т Р Н К І х и Т. thermophilus представлено в таблиці. 
Розташування в структурі T P H K U u нуклеотидних 
залишків, основи яких мають низьку реакційну 
здатність за нативних умов, показано на р и с 2. 
Необхідно зауважити, що нам не вдалося вивчити 
реакційну здатність залишків гуанозину і цитиди-
ну, розташованих на 5'-ділянці акцепторного стеб­
ла (положення 1—7). Ц е спричинено методичними 
труднощами, насамперед, низьким включенням 3 2 Р 
по 5'-кінцю т Р Н К ^ и і, як наслідок, недостатньою 
для проведення експериментів кількістю міченої 
тРНК. З іншого боку, в експериментах з викори­
станням 3-міченої т Р Н К и ч розділення геля на 
відповідній ділянці не дозволило зробити обгрунто­
ваних висновків щодо рівня модифікації основ G 1 , 
С2, СЗ і G4—G7. 

За умов денатурації всі залишки гуанозину, 
цитидину і аденозину повністю реакційноздатні. В 
нативних умовах низький рівень модифікації спо­

стерігали для всіх залишків цитидину, розташова­
них в стеблових ділянках, що обумовлено участю 
атомів N3 в утворенні уотсон-криківських пар нук­
леотидів. З а нативних умов відбувається зниження 
реакційної здатності всіх залишків аденозину, роз­
ташованих у двоспіральних ділянках, що пов'язано 
з виникненням стекінг-взаємодій, які перешкоджа­
ють дії діетилпірокарбонату. Виникненням стекінг-
взаємодій можна пояснити зниження реакційної 
здатності залишків гуанозину в положеннях 24, 30, 
43, 45, 49 і 64, але треба зазначити, що реакція 
модифікації диметилсульфатом чутлива до стекінг-
взаємодії лише тих залишків гуанозину, які знахо­
дяться між двома іншими пуриновими залишками 
на двоспіральних ділянках з регулярною структу­
рою [15] . Тому залишки G10, G47b, G47f-G47h, 
G70, G71 мають високий рівень модифікації і в 
нативних умовах. 

Реакційна здатність нуклеотидних залишків 
G13, А14, А15, А20а, G 2 1 , А22 (D-петля) , С56, 
А57, G59 (Т-петля) , G9, G26 і G47j знижена в 
нативних умовах, що вказує на їхню участь у 
внутрішньомолекулярних взаємодіях при утворенні 
просторової структури T P H K U U Т. thermophilus. Ре­
шта залишків, розташованих на одноланцюгових 
ділянках, мають високий рівень модифікації відпо­
відними хімічними реагентами і за нативних умов. 

Аналіз отриманих результатів свідчить про те, 
що в розчині T P H K U U Т. thermophilus існує у 
вигляді канонічної L-форми. Взаємодія D- і Т-пе-
тель відбувається з виникненням пари уотсон-
криківського типу G18—С56, про що свідчить від-
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Результати модифікації тРНК1^ Т. thermophilus диметилсульфатом і діетилпірокарбонатом 

Примітка: « » — залишок набуває реакційної здатності лише в умовах денатурації (іони Mg відсутні, 1 мМ ЕДТА, 90 °С); « -
+» — залишок реакційноздатний в умовах напівденатурації (іони M g 2 + відсутні, 1 мМ ЕДТА, 65 °С); «+ +» — залишок активний і в 
нативних умовах (за присутності 10 мМ MgCl2, 65 °С). НВ — реакційну здатність залишку не визначено. 
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Антикодонова 
гілка 

Рис. 2. Структура тРНК * u 7. thermophilus у вигляді листка 
конюшини. Вказано нуклеотидні залишки, азотисті основи яких 
мають низький рівень модифікації специфічними хімічними 
реагентами в нативних умовах, за винятком залишків, розташо­
ваних у дволанцюгових ділянках. Зірочками позначено мінорні 
нуклеотидні залишки. Нуклеотидну послідовність тРНК u 

(CAG) Т. thermophilus надано у відповідності до послідовності 
гена цієї тРНК (Г. Д . Яремчук, неопубліковані результати) 

сутність модифікації атома N3 залишку С56 у 
нативних умовах. Наявність у Т-гілці T P H K U U Т. 
thermophilus консервативних залишків у положен­
нях 54, 58 і 61 , а також низька реакційна здатність 
основи залишку А57 і фосфатів нуклеотидів 58 і 60 
[11 ] вказують на канонічне просторове укладання 
Т-гілки. Утворення L-форми молекули супровод­
жується також виникненням пари G26—U44, нук-
леотиди якої вступають у стекінг-взаємодії з нук-
леотидними парами антикодонового і D-стебел, 
чим можна пояснити низьку реакційну здатність 
основи залишку G26. Згадані внутрішньомолеку-
лярні взаємодії характерні для т Р Н К як І, так і II 
класу і докладно описані в роботах [16—19]. Зни­
ження реакційної здатності основ G51—G53 відбу­
вається, найімовірніше, внаслідок взаємодії з іоном 
металу, як це спостерігали в кристалі T P H K P H E 

дріжджів [20 ]. Азотисті основи залишків антикодо-
нової і варіабельної петель не беруть участі у 
підтриманні просторової структури T P H K U U Т. ther­
mophilus, про що свідчить їхня висока реакційна 
здатність у нативних умовах. 

Найбільшу цікавість викликають просторові 
взаємодії, які відбуваються за участі нуклеотидів 
D-петлі. Для T P H K U U Т. thermophilus, як і для 
інших т Р Н К II класу, характерна незвичайна пу-
рин-пуринова пара 13—22 в D-стеблі. Спираючись 
на дані рентгеноструктурних досліджень T P H K S E R із 
Т. thermophilus [8 ], можна припустити, що в утво­
ренні цієї пари задіяний атом N7 залишку А22. На 
це вказує відсутність модифікації його діетилпі-
рокарбонатом за нативних умов. Стекінг-взаємодія 
пари 13—22 з іншими парами D-стебла створює 
перешкоди для метилювання атома N7 залишку 
G13 та є причиною низької реакційної здатності 
останнього. Відсутність реакційної здатності залиш­
ку G9 і низький рівень модифікації фосфатної 
групи нуклеотиду А22 [11] свідчать на користь 
існування в корі молекули T P H K U u взаємодій між 
G13—А22 і G9, а також між Р22 і G9, як це 
спостерігали для структури T P H K S E R у кристалі [8 ]. 

Участю в корових взаємодіях можна пояснити 
низький рівень модифікації залишку А14, який 
взаємодіє з U8 з утворенням пари нуклеотидів 
8—14. Ц я пара не відноситься до уотсон-криків-
ського типу: водневі зв 'язки між основами утворю­
ються за участі атома N7 аденозину [16, 17, 21 ]. В 
т Р Н К / е г із Г. thermophilus пара 8—14 входить до 
складу триплету (8—14)-21. Імовірно, що така 
взаємодія відбувається і в тРНК 1*", але на відміну 
від А21 в T P H K S E R [12] , G21 в T P H K U u має низьку 
реакційну здатність, яка навряд чи обумовлена 
участю атома N7(G21) у водневих зв 'язках з нук-
леотидами пари 8—14, якщо брати до уваги гео­
метрію відповідного триплету в 

т Р Н К , е г 7, t h e r m o _ 
philus [8 ]. Низька реакційна здатність залишку 
G21 , скоріш за все, є наслідком сильної стекінг-
взаємодії між G21 і нуклеотидами корової частини 
T P H K U u , яка перешкоджає дії реагенту-модифі-
катора. 

Низька реакційна здатність залишку А15 вка­
зує на існування в корі T P H K U U Т. thermophilus 
пари нуклеотидів 15—48, яка характерна для про­
сторової будови молекул т Р Н К як І, так і II класу 
[8, 9, 16, 17, 19, 2 1 , 22 ] . Як відомо з результатів 
рентгеноструктурного аналізу кристалів т Р Н К Р Ь е 

дріжджів [16, 17], пара нуклеотидів 15—48 розта­
шована над парою нуклеотидів 8—14 і знаходиться 
в стекінгу з останньою, що створює перешкоди для 
алкілування атома N7(G15) диметилсульфатом 
[15] . Як і в T P H K S E R Г. thermophilus, нуклеотиди 
пари 15—48 можуть додатково утворювати зв 'язки 
з основою А20а, низька реакційна здатність якої 
свідчить про її участь у просторових взаємодіях. 
Результати вивчення детермінант специфічності 
T P H K U U Е. coli [2 ] , а також селекція in vitro 
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варіантів молекули т Р Н К u Е. coli з випадковими 
нуклеотидними послідовностями D-петлі, здатних 
до аміноацилування гомологічною лейцил-тРНК 
синтетазою [10] , вказують на важливу роль за­
лишку аденозину в положенні 20а для впізнавання 
T P H K U u ферментом саме як елемента просторової 
структури. З нуклеотидами пари 15—48 знаходить­
ся у стекінгу основа залишку G59, про що свідчить 
її низька реакційна здатність в умовах, які ста­
білізують просторову структуру тРНК. 

Отже, одержані нами результати засвідчують, 
що кор T P H K U U Т. thermophilus побудований з 
трьох шарів триплетних взаємодій: (15—48)-20а, 
(8—14)-21, (13—22)-9. Четвертий шар представле­
ний залишком у положенні 59, основа якого розта­
шована над основами пари 15—48 і знаходиться з 
ними у стекінг-взаємодії. Саме такі просторові 
взаємодії спостерігали і в корі T P H K S E R Т. thermo­
philus [8 ], але в T P H K U u залишки у положеннях 15 
і 21 мають низьку реакційну здатність, тоді як в 
T P H K S E R реакційна здатність залишку G15 лише 
дещо знижена, а залишок А21 має високу ре­
акційну здатність і в нативних умовах [12] . Знай­
дені відмінності свідчать, на нашу думку, про різну 
конфігурацію корових триплетних взаємодій в 
T P H K U U І T ? H K S E R , що обумовлено відсутністю в 
D-петлі тРНК 1^ 1 1 додаткового нуклеотидного залиш­
ку в положенні 20Ь. 

За даними рентгеноструктурного аналізу кри­
стала комплексу T P H K S E R — с е р и л - т Р Н К синтетаза із 
Т. thermophilus [8 ], залишок G20b «виштовхує» 
залишки G9 і А21 з площин відповідних триплет­
них взаємодій і вони розташовуються під кутом 
- 4 5 °. У структурі т Р Н К Т у г із Т. thermophilus зали­
шок 20Ь менше занурений в кор і триплетна 
взаємодія (8—-14)-21 має планарнішу конфігурацію 
[9] . Можливо, за відсутності залишку в положенні 
20Ь триплетні корові взаємодії залишаються пла-
нарними, і між нуклеотидами виникають сильні 
стекінг-взаємодії, чому додатково сприяє переваж­
но пуринова природа залишків, що входять до 
складу триплетів. 

Взаємодія довгої варіабельної гілки T P H K U U 

Т. thermophilus з кором молекули відбувається за 
участі залишку G47j, на що вказує знижена ре­
акційна здатність відповідної основи, але з 'ясуван­
ня того, якими чином відбувається ця взаємодія, 
потребує додаткових структурних досліджень. 

Таким чином, наші дослідження свідчать про 
існування відмінностей в будові T P H K U U І T P H K S E R 

із Т. thermophilus, які реалізуються на рівні коро­
вих триплетних взаємодій і, можливо, відіграють 
важливу роль у процесах специфічного впізна­
вання тРНК 1* 1 1 лейцил-тРНК синтетазою. 

Роботу частково профінансовано медінститу­
том Говарда Г ю з а (США), грант № 75195-548201. 

О. P. Kovalenko, I. A. Kriklivyi, М. А. Тикаїо 

Participation of nitrogen bases in the tertiary folding of tRNA1^" 
from Thermos thermophilus 

Summary 

Reactivity of bases in tRNAUu from T. thermophilus lias been 
studied by chemical modification methods. Obtained results suggest 
tliat molecules of tRNA have a canonical L-form in solution. 
Triple interactions (8—J4)-2J, (J3—22)-9 and (15—48)-20a are 
observed in the core. The latter two interactions represent the 
characteristic feature of the class II tRNA tertiary structure?. 
Different reactivity of bases 15 and 21 in tRNAxu and tRNA e r 

from T. thermophilus indicates differences in the core tertiary 
structure of these tRNAs. 

О. П. Коваленко, И. А. Крикливый, M. А. Тукало 

Участие азотистых оснований в формировании 
пространственной структуры T P H K I j C U из Thermus thermophilus 

Резюме 

Методами химической модификации изучена реакционная спо­
собность азотистых оснований, входящих в состав тРНКи 

Т. thermophilus. Полученные результаты свидетельствуют о 
канонической пространственной L-форме молекул тРНКГ* в 
растворе. В коре молекулы возникают триплетные взаимо­
действия (8—14)-21, (13—22)-9 и (15—48)-20а. Два последних 
являются характерной особенностью известных пространст­
венных структур тРНК II класса. Установлено, что остатки 
15 и 21 имеют разную реакционную способность в mPHFL* и 
тРНК из Т. thermophilus, что указывает на отличия в 
пространственной структуре коровых частей этих тРНК. 
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