
ISSN 0233-7657. Біополімери і клітина. 2005. Т. 21. № 5 

СТРУКТУРА І ФУНКЦІЇ БІОПОЛІМЕРІВ 

Дослідження неканонічних комплексів 
еукаріотного фактора елонгації 1А з тРНК Т у г 

та тирозил-тРНК синтетазою. Роль окремих 
доменів синтетази у взаємодії з тРНК 

П. В. Футерник, К. Ольжак1, А. Пшикорська1, О. І. Корнелюк, Б. С. Негруцький 

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України 
Вул. Академіка Заболотного, 150, Київ, 03143, Україна 

^Інститут біохімії і біофізики АН Польщі 
Вул. Павінського, 5, Варшава, Польща 

Е. mail: p.v.futernyk@imbg.org.ua 

Методом аналізу затримки смуги в полікриламідному гелі делеційних мутантів з'ясовано роль 
окремих доменів тирозил-тРНК синтетази (ТутЯБ) у взаємодії з тРНК Ідентифіковано сайт 
ТугДХ, відповідальний за зв'язування гомологічної тРНКГуг. Цей сайт формується, в основному, 
каталітичним модулем ТугЯ5 (ТугЯ8-АС). Проте специфічність зв'язування повнорозмірної 
ТугЯЗ виявилася суттєво вищою у порівнянні із зв'язуванням тРНКТуг каталітичним модулем 
7>гЛ5-АС. Окремий С-модуль також зберігає здатність до зв'язування тРНКТуг, однак з досить 
низькою спорідненістю. Отже, припускається можливість залучення цитокінподібного С-модуля 
ТугВ£ до зв'язування тРНК у повнорозмірній ТугР.3. Досліджено формування неканонічного 
потрійного комплексу тРНКТу' з еЕРІА*СОР. Ми детектували також формування неканонічного 
четвертинного комплексу еЕР1А*ООР*тРНКТу'*ТугП8. Найвірогідніше, що основний внесок до 
цієї взаємодії робить каталітичний домен ТугЯв, тому що ТугЛ^-ДС також здатна формувати 
четвертинний комплекс. Ці дані свідчать на користь існування універсального механізму каналю-
вання тРНК, оскільки є вже третім прикладом формування таких незвичних комплексів з 
різними тРНК 
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Вступ. Біосинтез білка у вищих еукаріотів є склад­
но організованим процесом. Така складність прояв­
ляється, між іншим, у високій компартменталізації 
цього процесу. Власне механізмом, що реалізує 
потенційні переваги компартменталізації в біосин­
тезі білка, є каналювання, оскільки відомо, що 
тРНК у клітині, як правило, перебуває не у вільно­
му стані, а весь час зв'язана з іншими макромоле-
кулярними структурами [1 ]. Згідно з концепцією 
каналювання, має місце передача тРНК від Е-сай-
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О. І. КОРНЕЛЮК, Б. С НЕГРУЦЬКИЙ, 2005 

та рибосоми до аміноацил-тРНК синтетази (ARS) і 
аміноацил-тРНК від ARS до А-сайта рибосоми без 
дисоціації у цитоплазму [1, 2]. Вважається, що 
посередником у передачі тРНК «з рук у руки» в 
каналюванні тРНК є фактор елонгації 1А (eEFIA) 
[3]. 

Нещодавно нами в експериментах in vitro ви­
явлено формування неканонічних потрійних комп­
лексів eEFlA*GDP* TPHK P h e і eEFlA*GDP* TPHK S e r 

[4, 5] та неканонічних четвертинних комплексів 
еЕР1А*ООР*тРНКР Н е*фенілаланіл-тРНК синтетаза 
(PheRS) і eEFlA*GDP*TPHKSer*cep™i-TPHK синте-
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таза (SerRS) [3, 4, 6]. Формування цих комплексів 
є важливим свідченням на користь запропоновано­
го механізму каналювання тРНК. Проте узагаль­
нення явища каналювання неможливе без істотного 
розширення спектра досліджуваних специфічно­
стей тРНК і аміноацил-тРНК синтетаз. 

У представленій роботі нами вивчено взаємо­
дію eEFlA*GDP з тРНК Т у г і тирозил-тРНК синте-
тазою (TyrRS). Відомо, що TyrRS (як і PheRS та 
SerRS) не входить до складу високомолекулярного 
комплексу ARS, але на відміну від них належить 
до 1-го структурного класу. Тирозил-тРНК синте-
таза ссавців подібно до низки інших еукаріотних 
аміноацил-тРНК синтетаз містить додатковий не-
каталітичний С-кінцевий домен [7—8 ]. Нещодавно 
показано гомологію некаталітичного С-кінцевого 
домену та нового цитокіну EM АР II [9—10], а 
також продемонстровано ЕМАР ІІ-подібні актив­
ності рекомбінантного некаталітичного С домену 
[11, 12]. TyrRS є дуже цікавим об'єктом для 
дослідження ще й з тієї причини, що побудовано 
модель її просторової структури та здійснено кри­
сталографічні дослідження [13—16]. Крім того, для 
TyrRS ссавців створено рекомбінантні делеційні 
мутанти, що дає змогу дослідити роль С-кінцевого 
некаталітичного домену у зв'язуванні тРНК та 
визначити його можливу роль у формуванні комп­
лексу з eEFIA [17]. 

Роль N-кінцевого каталітичного модуля TyrRS 
цілком відома — це аміноацилювання гомологічної 
тРНК. Проте значення С-кінцевого домену зали­
шається не до кінця зрозумілим. Припускається, 
що він виконує додаткову функцію зв'язування 
тРНК у складі повного ферменту, а цитокінову 
активність проявляє лише після протеолітичного 
відщеплення від каталітичного модуля синтетази. 

Методом затримки смуги в поліакриламідному 
гелі (ПААГ) проаналізовано спорідненість різних 
делеційних мутантів еукаріотної TyrRS до гомо­
логічної тРНК Т у г . Визначено, що спорідненість до 
тРНК С-кінцевого домену вимагає наявності обох 
субдоменів (А і В) і підсилюється за присутності 
частини каталітичного домену. Встановлено також 
можливість формування неканонічного потрійного 
комплексу eEFlA*GDP*TPHKT y r, а також виявлено 
утворення неканонічного четвертинного комплексу 
eEFlA*GDP*TPHKT y r*TyrRS. 

Матеріали і методи. ATP, GDP, СТР, N.N-ме-
тиленбісакриламід, трис, HEPES, додецилсульфат 
Na (SDS) («Calbiochem», США); /J-меркаптоета-

нол, гліцерин, NH4C1, MgCl2 («Merck», Німеч­
чина); акриламід (двічі перекристалізований), TE­
MED, PMSF, DTT, EDTA («Serva», Німеччина), 
фільтри GF/C («Whatman», Великобританія), пер­
сульфат натрію, кумасі R-250 («Bio-Rad», США); 
сцинтиляційна рідина OptiPhase «HiSafe» («Sed», 
Великобританія), фосфодіестераза зміїної отрути 
(PDE I Type IV із Crotalus athrox venom («Sigma», 
США), [a- 3 2P]ATP, [y- 3 2P]ATP, [U- , 4CJL-тирозин 
(«Amersham», Англія). 

Решту реактивів маркіровано як «х. ч.» або 
«ос. ч». 

Препарати сумарної тРНК з печінки бика от­
римували, використовуючи пряму депротеїнізацію 
гомогенату тканини фенолом з наступною хрома­
тографією на ДЕАЕ-целюлозі [18]. Препарати 
тРНК Т у г отримано із сумарної тРНК печінки бика 
за схемою, що включала хроматографію на BD-це-
люлозі та в системі HPLC Gold на колонках 
Spherogel-TSK DEAE 5PW, СЗ RPSC 5u Ultrapore 
та Hypersil 5С4 («Beckman», США). В одних випад­
ках препарати тРНК Т у г мітили по З'-кінцю [а-
3 2 Р]АТР за допомогою нуклеотидил-тРНК транс­
ферази дріжджів [19], в інших—[у- 3 2 Р]АТР по 
5'-кінцю нуклеотидкіназою [20]. 

Препарат eEFIA з печінки кроля, ізольований, 
як описано в [4 ], люб'язно наданий Т. В. Будкевич 
і А. П. Погрібною. 

Препарати повнорозмірної TyrRS та делецій­
них мутантів отримано з використанням плаз-
мідних векторів для бактеріальної експресії рЕТ32а 
і експресовано в Ecsherichia coli BL21DE3. Вва­
жається, що додаткові частини в складі рекомбі-
нантних білків незначною мірою впливають на їхні 
властивості. 

Ми використовували такі конструкції (рис. 1): 
1) TyrRS — повнорозмірна TyrRS ссавців; 2) Туг-
RS-ДС — N-кінцевий каталітичний домен; 3) 
YCD2 — С-кінцевий домен + частина каталітично­
го домену (Asp322-Lys348); 4) YCD3 — С-кінцевий 
домен TyrRS ссавців; 5) YCD4 — OB-fold С-кін­
цевого домену (В-субдомен); 6) YCD5 — А-субдо-
мен С-кінцевого домену. 

Формування комплексів досліджували методом 
затримки смуги в ПААГ. Білки, нуклеотиди та 
радіоактивно мічену тРНК інкубували в 10 мкл 
суміші, що містила 20 мМ трис-НСІ, pH 7,5, 50 мМ 
KCl, 5 мМ MgCl2, 2 мМ ДТТ та 10 %-й гліцерин. 
Інкубацію проводили протягом 15 хв при темпера­
турі 37 °С, після чого наносили на 5 %-й ПААГ 
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Рис. 2. Формування комплексів рекомбінантних білків з тРНК. 
Радіоавтографія електрофорезу в поліакриламідному гелі в неде-
натурувальних умовах (2 год): І — вільна [ 3 2 Р ] т Р Н К Т у г ; 2 — 
[ 3 2 Р ] т Р Н К Т у г + Y C D 2 (2 м к М ) ; 3 — [ 3 2 Р ] т Р Н К Т у г + YCD4 
(2 мкМ); 4 — [ 3 2 Р ] т Р Н К Т у г + Y C D 5 ( 2 м к М ) ; 5 — [ 3 2 Р ] -
т Р Н К Т у г + TyrRS (0 ,5 мкМ); б — [ 3 2 Р ] т Р Н К Т у г + TyrRS-AC 
(0,5 мкМ); 7 — [ 3 2 P ] T P H K T y r + YCD3 (2 мкМ) 

(без денатурувальних агентів, співвідношення ак-
р и л а м щ / Ы , Ы - м е т и л е н б к а к р и л а м 1 д — 39/1), який 
готували в 25 мМ трис-боратному буфері, рН 7,5, 
що містив 0,5 мМ ЕДТА і 5 %-й гліцерин. Елект­
рофорез здійснювали у пластинах ПААГ розміром 
(0,1 х 10 х 7,5 см) протягом 2 год при температурі 
4 °С та напрузі 100 В. Електродний буфер викори­
стовували такий же, як і в гелі. Гель радіоавтогра­
фу вали, експонуючи його упродовж 12 год при 
кімнатній температурі на радіоавтографічних пла­
стинах з проявленням на Phosphoimager Storm™ 
(«Molecular Dynamics», США) з розділенням 
50 мкм. 

Результати і обговорення. Визначення сайта 
TyrRS, відповідального за зв' язування тРНК. Для 
визначення сайта взаємодії тРНК Т у г з TyrRS ссав-

10 20 40 80 125 250 500 750 1000 0 TyrRS. нМ 
10 20 40 80 125 250 500 750 1000 0 eEFlA. нМ 

Рис. 3. Формування комплексів [ 3 2 P]TPHK T y r *TyrRS (а) та 
e E F l A ' G D P * [ Р]rPHK T y r *TyrRS (6). Радіоавтографія електро­
форезу в 5 %-му ПААГ у неденатурувальних умовах 

ців із застосуванням методу затримки смуги в 
ПААГ ми аналізували спорідненість [ 3 2Р ]тРНК Т у г 

до різних доменів TyrRS. Як видно з рис. 2, 
повнорозмірна TyrRS та TyrRS-AC взаємодіють з 
[ 3 2 Р]тРНК Т у г при концентрації приблизно 0,5 мкМ 
(доріжки 5 і 6). 

Встановлено, що лише повні форми С-кін-
цевого домену (YCD2 і YCD3) здатні формувати 
комплекси з тРНК при 2 мкМ концентраціях 
(доріжки 2 і 7). Окремі субдомени С-модуля синте-
тази, які мають делеції амінокислотної послідов­
ності з С- або N-кінця (YCD4 та YCD5), не 
зв'язують тРНК навіть при вищезазначених кон­
центраціях (доріжки 3 і 4). Слід відмітити, що 
через позитивний заряд YCD2 і YCD3 можуть 
рухатися за наших умов експерименту у зворотно­
му напрямку або залишатися на старті, тому фор­
мування комплексів з тРНК реєстрували по змен­
шенню вмісту вільної тРНК в гелі. 

На основі отриманих даних оцінювали спо­
рідненість тРНК Т у г до різних форм TyrRS. Визначе­
но, що уявна Кй для повнорозмірної TyrRS складає 
приблизно 100 нМ (рис. З, а), а для TyrRS-AC — 
приблизно 500 нМ (рис. 4, а). Ці дані добре 
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^Старт 

0 20 40 60 80 125 250 500 750 TyrRS-AC, нМ 

•^Старт 

0 20 40 60 80 125 250 500 750 TyrRS-AC, нМ 
0 20 40 60 80 125 250 500 750 eEFIA, нМ 

Рис. 4. Формування комплексів [ 3 2 P]TPHK T y r *TyrRS-AC (а) та 
eEFlA*GDP*[ 3 2 P]TPHK*TyrRS-AC (б). Радіоавтографія елект­
рофорезу в 5 %-му ПААГ у неденатурувальних умовах 

0.25 0.5 1 2 0 YCD2, мкМ 

Рис. 5. Концентраційна залежність формування комплексів 
YCD2 і YCD3 з [ 3 2 Р ] т Р Н К т 

трофорезу в 5 %-му ПААГ 
YCD2 і YCD3 з [ з 2 Р ] т Р Н К Т у г . Дані радіоавтографії після елек-

^Отарт 

о 0.5 1 2 4 6 еЕЕІА. МКМ 
Рис. 6 . Формування комплексу е Е П А * О О Р * [ 3 2 Р ] т Р Н К Т у г . Ра­
діоавтографія електрофорезу в 5 %-му ПААГ у неденатуру валь­
них умовах 

корелюють з величинами каталітичних характери­
стик для двох форм тирозил-тРНК синтетази, от­
риманих раніше [21 ]. Слід відзначити, що окремий 
С-модуль також може зв'язувати тРНК: для \С02 
та УСБЗ уявна Кл складає відповідно 1 мкМ та 
> 4 мкМ ( рис. 5, а, б). Отже, за спорідненістю до 
гомологічної тирозинової тРНК усі досліджені біл­
ки можна розташувати таким чином: ТугЯБ > 
> ТугЯ8-АС > УСВ2 > УСБЗ. 

Формування неканонічного потрійного комп­
лексу еЕР1А*СОР*[пР]тРНКТуг. Методом затри­
мки смуги в ПААГ визначено, що комплекс 
еЕПА*ОВР з тРНК Т у г формується, але він є не 
дуже стабільним (КЛ приблизно 1—2 мкМ) (рис. 6). 
На відміну від описаних вище експериментів у гелі 
не відмічено чіткої смуги, яка відповідає комплексу 
білка з тРНК. Високий позитивний заряд молекули 
(рІ = 9,1), напевно, не дозволяє як білку, так і 
комплексу з [ 3 2 Р]тРНК Т у г увійти до гелю в зазна­
чених умовах. Тому формування комплексу детек-
тували за зменшенням вмісту вільної [ 3 2 Р]тРНК Т у г 

у гелі. 
Формування неканонічного четвертинного 

комплексу еЕР1А*СОР*тРНКТу'*ТугРБ. Проводили 
інкубацію еЕПАЧЮР з [ 3 2 Р]тРНК Т у г та ТугІ^ і 
оцінювали стабільність комплексів методом затри­
мки смуги в ПААГ. Визначено, що уявна Ка 

четвертинного комплексу складає приблизно 50— 
60 нМ (рис. З, б), тоді як КЛ комплексу тРНК Т у г з 
ТуггсЗ становить 80—100 нМ (рис. З, а). 

Таким чином, зафіксовано різницю в спорідне­
ності ТугЯБ до тРНК за присутності еЕПА, тобто 
виявлено формування четвертинного комплексу 
еЕР1А*СОР*[ 3 2Р]тРНКТ у г*ТугЯ5. Показано мож-
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ливість формування неканонічного четвертинного 
комплексу еЕР1А*ОБР* [ 3 2Р ]тРНКТ у г*ТугЯ8-ДС. 

Спорідненість комплексу [ 3 2Р ]тРНК Т у г *ТуЛ8-
АС (Кл = 500 нМ) значно менша за таку повно-
розмірної ТутЯБ з тРНК Т у г (Кй = 50—60 нМ) (рис. 
4, а). Слід зазначити, що, незважаючи на це, 
міні-форма синтетази ТугІ18-ДС здатна формувати 
стабільний четвертинний комплекс (Кл ~ 100 нМ), 
як це показано на рис. 4, б. 

Отримані результати дозволили ідентифікува­
ти сайт ТугР^, відповідальний за зв'язування го­
мологічної тРНК Т у г . Очевидно, що цей сайт фор­
мується, в основному, каталітичним модулем 
ТугЯ8 (ТугЯ8-АС), який складається, як відомо, з 
нуклеотидзв'язувальної згортки Россмана та а-спі-
рального домену, відповідального за зв'язування 
антикодону тРНК. Проте специфічність зв'язуван­
ня повнорозмірної ТугЯ8 (100 нМ) є суттєво ви­
щою порівняно із зв'язуванням тРНК Т у г каталі­
тичним модулем ТугЯ8-АС (500 нМ). Отже, можна 
припустити вірогідність залучення цитокінподіб-
ного С-модуля ТугК^ до зв'язування тРНК у 
повнорозмірній ТугИ8. Таке може відбуватися за 
рахунок формування додаткових зв'язків між С-
модулем та нуклеотидами антикодону тРНК (окрім 
антикодон-зв'язувального домену) та суттєвого 
підсилення специфічності зв'язування тРНК. По­
дібну модель недавно запропоновано в роботі [22] 
для комплексу тРНК Т у г та ТугЯ8 з Тпегтиз Іпег-
торпйив. 

Цікаво, що окремий С-модуль також зберігає 
здатність до зв'язування тРНК Т у г , проте з досить 
низькою спорідненістю. Очевидно, що цей ефект 
обумовлений наявністю в ізольованого С-модуля 
неспецифічної тРНК-звязувальної активності. Ос­
тання, як відомо, є основною функцією цього білка 
як у про- [23], так і в еукаріотів [24—26]. Нами 
отримано попередні дані щодо можливості зв'язу­
вання ізольованим С-модулем негомологічної 
тРНК Р Н е , причому це зв'язування є структуро-спе-
цифічним і зберігається лише для нативної просто­
рової структури тРНК [27 ]. 

Формування неканонічного потрійного комп­
лексу тРНК Т у г з еЕР1А*ООР свідчить на користь 
існування універсального механізму каналювання 
тРНК, оскільки цей комплекс є вже третім прикла­
дом формування таких незвичних комплексів з 
різними тРНК. Відносно невелика спорідненість 
еЕРІА ДО тРНК Т у г цілком логічно пояснюється 
відмінностями у будові різних тРНК. Наприклад, 

значення Ка для потрійних комплексів eEFlA*GDP 
з тРНК Р Ь е та T P H K S e r складають відповідно 20 і 
500 нМ, тобто відрізняються у 25 разів [4, 5] . 
Відомо, що Ка для канонічних комплексів eEFIA 
*GTP*aa-TPHK також відрізняються більш ніж на 
порядок [28 ]. 

Ми детектували також формування неканоніч­
ного четвертинного eEFlA*GDP*TPHK T y r*TyrRS 
комплексу. Якщо порівняти уявну Кй для комплек­
су TyrRS*TPHK T y r (яка складає приблизно 80— 
100 нМ) з Кл четвертинного комплексу (приблизно 
50—60 нМ) і врахувати, що eEFlA*GDP за таких 
концентрацій взагалі не взаємодіє з тРНК (КА ~ 
1 мкМ), то можна зробити висновок про те, що 
четвертинний eEFlA*GDP*TPHK T y r*TyrRS комп­
лекс дійсно утворюється. Найвірогідніше, що ос­
новний внесок до цієї взаємодії робить каталі­
тичний домен TyrRS, оскільки TyrRS-AC також 
здатна формувати четвертинний комплекс (рис. 4, 
б). Варто зазначити, що про можливість формуван­
ня комплексу TyrRS з фактором елонгації йшла 
мова в нашій попередній роботі [29] при дослід­
женні високомолекулярного лабільного комплексу 
TyrRS у безрибосомному тканинному екстракті 
печінки бика. В такому комплексі TyrRS виріз­
няється підвищеною стабільністю до термоінак-
тивації. 

Цікаво, що, згідно з попередніми даними, екс-
пресований окремо С-кінцевий домен TyrRS та­
кож здатний взаємодіяти одночасно з тРНК та 
eEFlA*GDP. Формування подібного комплексу є 
ще одним доказом на користь існування механізму 
передачі тРНК від рибосоми до ARS шляхом кана­
лювання за участі eEFlA*GDP. 

Роботу виконано за підтримки Державного Фо­
нду Фундаментальних Досліджень (проекти 
05.07.00002 і 05.07.00003). 

P. V. Futernyk, К. Olszak, A. Przykorska, А. I. Kornelyuk, 
В. S. Negrutskii 

Investigation of non-canonical complexes of eukaryotic elongation 
Tvr 

factor 1A with tRNA and tyrosyl-tRNA synthetase. Role of 
different domains of the synthetase in interaction with tRNA 
Summary 

A rote of different domains of bovine tyrosil-tRNA synthetase 
(TyrRS) in the interaction with homologous tRNA has been 
determined by the method of tRNA band retardation in poly-
acrylantide gel. The site of TyrRS responsible for the binding of 
tRNA >T is found to be formed mostly by the catalytic domain of 
TyrRS (TyrRS-AC). At the same time, the full-length TyrRS is 
found to bind tRNA stronger than TyrRS-AC. Cytokine-like C-
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domain of TyrRS also has tRNA-binding properties but much 
weaker than TyrRS-AC suggesting its possible involvement in tRNA 
bindirig as well. The formation of non-canonical ternary complex of 
tRNA and eEFlA*GDP has been shown. Also, the formation of 
quaternary complex of eEFlA*GDP*tRNA *TyrRS is detected. 
The catalytic domain of TyrRS appears to be responsible for this 
interaction, because the TyrRS-AG also is found to form the 
complex with eEFlA*GDP*tRNATyr. These data support the uni­
versality of the tRNA channeling mechanism 

Key words: eukaryotic elongation factor 1A, tRNA ' , tyrosyl-
tRNA synthetase. 

П. В. Футершк, К. Ольжак, А. Пшикорская, А. И. Корнелюк, 

Б. С. Негруцкий 

Исследование неканонических комплексов эукариотного 
фактора элонгации 1А с тРНК Т и р и тирозил-тРНК синтетазой. 
Роль отдельных доменов синтетазы во взаимодействии с тРНК 

Резюме 

Методом анализа задержки полосы в полиакриламидном геле 
делеционных мутантов определена роль отдельных доменов 
тирозил-тРНК синтетазы (TyrRS) во взаимодействии с 
тРНК Определен сайт TyrRS, ответственный за связывание 
гомологичной тРНК у', формирующийся, в основном, катали­
тическим модулем TyrRS (TyrRS-AC). Тем не менее, сродство 
к тРНК полноразмерной TyrRS оказалось выше, чем катали­
тического модуля TyrRS-AC. Отдельный С-модуль также со­
храняет способность к связыванию тРНК^уТ, но с достаточно 
низким сродством, что предполагает возможность вовлече­
ния и цитокиноподобного С-модуля TyrRS в связывание тРНК 
в полноразмерной TyrRS. Показано сформирование неканониче­
ского тройного комплекса тРНК ' с eEFlA*GDP. Мы детек­
тировали также формирование неканонического четвертично­
го комплекса eEFlA*GDP*mPHK • '*TyrRS. Наиболее вероят­
но, что основной вклад в это взаимодействие вносит катали­
тический домен TyrRS, поскольку TyrRS-AC также способна 
формировать четвертичный комплекс. Эти данные свидетель­
ствуют в пользу существования универсального механизма 
ченнелинга тРНК. 

Ключевые слова' эукариотный фактор элонгации 1А, 
тРНК у', тирозил-тРНК синтетаза 
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