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Ë³çèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà ðàç îì ç àñ ïàð òèë- ³ àñ ïà ðàã³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà ìè íà ëå æèòü äî ²²á ï³äêëà -
ñó ³ ìàº íèç êó õà ðàê òåð íèõ îñîá ëè âîñ òåé. Âñ³ ÀÐÑàçè ²²á ï³äêëà ñó âêëþ ÷à þòü N-ê³íöåâ³ àí òè êî -

äîí-çâ’ÿ çó âàëüí³ äî ìå íè (áëèçü êî 140 àì³íî êèñ ëîò íèõ çà ëèøê³â), ôóíêö³îíó þòü ÿê ãî ìî äè ìåð a2 ³
äëÿ êîæ íî¿ ÀÐÑàçè àí òè êî äî íîâ³ òðèï ëå òè ãî ìî ëîã³÷íèõ òÐÍÊ º ãî ëîâ íè ìè, àëå íå äîñ òàòí³ìè åëå -
ìåí òà ìè óï³çíà âàí íÿ. Ïðè öüîìó äëÿ âñ³õ òÐÍÊ, ãî ìî ëîã³÷íèõ ÀÐÑàçàì ²²á ï³äêëà ñó, öåí òðàëü íîþ
îñíî âîþ àí òè êî äî íó º óðè äèí, ³ äèñ êðèì³íàö³ÿ öèõ àí òè êî äîí³â çà ëå æèòü ëèøå â³ä ¿õíüî¿ ïåð øî¿
ë³òåðè. Âè íè êà þòü çà êî íîì³ðí³ çà ïè òàí íÿ ùîäî ñòðóê òóð íèõ îñíîâ ³ ìå õàí³çì³â äèñ êðèì³íàö³¿ öèõ
àí òè êî äîí³â ñòðóê òóð íî áëèçü êè ìè çâ’ÿ çó âàëü íè ìè äî ìå íà ìè ÀÐÑàç òà ìîæ ëè âî¿ ðîë³ ì³íîð íèõ
îñíîâ òÐÍÊ ó öèõ ïðî öå ñàõ. Íà âå äå íî ðîç ðîá ëåí³ ìå òî äè÷í³ ï³äõî äè äî îò ðè ìàí íÿ âè ñî êî î ÷è ùå íî¿
òÐÍÊLys ³ç T. thermophilus ³ âèç íà ÷åí íÿ ì³íîð íèõ îñíîâ ó ¿¿ ñòðóê òóð³. 

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: òÐÍÊLys, õðî ìà òîã ðàô³ÿ, åêñòðå ìàëü íèé òåð ìîô³ë Thermus thermophilus, áåí çî¿ ëüî -
âà íà ÄÅÀÅ-öå ëþ ëî çà, ìî äèô³êî âàí³ íóê ëå î òè äè.

Âñòóï. Àì³íî à öè ëþ âàí íÿ òÐÍÊ º êëþ ÷î âèì åòà -
ïîì åêñïðåñ³¿ ãå íå òè÷ íî¿ ³íôîð ìàö³¿, ùî çà áåç ïå ÷óº 
òî÷ íèé ïå ðå êëàä íóê ëå î òèä íî¿ ïîñë³äîâ íîñò³ ÄÍÊ
ó â³äïîâ³äíó ïîñë³äîâí³ñòü àì³íî êèñ ëîò á³ëêà. Öÿ
ðå àêö³ÿ êà òàë³çóºòüñÿ àì³íî à öèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà ìè 
(ÀÐÑ), ÿê³ ñïå öèô³÷íî óï³çíà þòü ãî ìî ëîã³÷íó
àì³íî êèñ ëî òó ³ òÐÍÊ. Çà ñó ÷àñ íîþ êëà ñèô³êàö³ºþ
[1, 2], ë³çèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà íà ëå æèòü äî ²²á ï³äêëà -
ñó ³ íà â³äì³íó â³ä ÀÐÑàç ²²à ï³äêëà ñó ìàº N-ê³íöå -
âèé àí òèêî äîí-çâ’ÿ çó âàëü íèé äî ìåí (áëèçü êî 140
àì³íî êèñ ëîò íèõ çà ëèøê³â). 

ßê ïî êà çà íî íèç êîþ äîñë³äæåíü [3–7], õà ðàê -
òåð íè ìè îñîá ëè âîñ òÿ ìè àì³íî à öè ëþ þ ÷èõ ñèñ òåì

IIá ï³äêëà ñó (ë³çè íî âà, àñ ïà ðàã³íî âà ³ àñ ïà ðàã³ëî âà)
º òå, ùî ð³çí³ ÀÐÑàçè äó æå áëèçüê³ çà ñâîºþ áó äî -
âîþ, ôóíêö³îíó þòü ó âèã ëÿä³ ãî ìî äè ìå ðó a2 ³ äëÿ
êîæ íî¿ ç íèõ àí òè êî äî íîâ³ òðèï ëå òè ãî ìî ëîã³÷íèõ
òÐÍÊ º ãî ëîâ íè ìè, àëå íå äîñ òàòí³ìè åëå ìåí òà ìè
óï³çíà âàí íÿ. 

Ç ³íøî ãî áî êó, âñ³ òÐÍÊ, ãî ìî ëîã³÷í³
çàçíà÷åíèì ÀÐÑàçàì, ìà þòü öåí òðàëü íîþ îñíî âîþ
àí òè êî äî íó óðè äèí: – òÐÍÊAsp (34-G/QUC, êî äî íè
GAU ³ GAC), òÐÍÊAsn (34-G/QUU, êî äî íè AAU ³
AAC) ³ òÐÍÊLys (34-UUU i 34-CUU, êî äî íè AAA i
AAG). Òà êèì ÷è íîì, äèñ êðèì³íàö³ÿ âè ùå ïå ðåë³÷å -
íèõ àí òè êî äîí³â çà ëå æèòü ëè øå â³ä ïåð øî¿ ë³òå ðè
àí òè êî äî íó, ó çâ’ÿç êó ç ÷èì âè íè êà þòü çà êî íîì³ðí³
ïè òàí íÿ: ÿê³ ñòðóê òóðí³ îñíî âè ³ ìå õàí³çìè äèñ -
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êðèì³íàö³¿ öèõ àí òè êî äîí³â ñòðóê òóð íî áëèçü êè ìè
ãî ìî ëîã³÷íè ìè çâ’ÿ çó âàëü íè ìè äî ìå íà ìè?

Äëÿ ë³çè íî âî¿ ñèñ òå ìè ïî êà çà íî, ùî ïðè -
ñóòí³ñòü ìî äèô³êî âà íèõ íóê ëå î çèä³â ó òÐÍÊLys äó -
æå âàæ ëè âà äëÿ óï³çíà âàí íÿ ¿¿ ãî ìî ëîã³÷íîþ
ë³çèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ. Ñïå öèô³÷í³ñòü óï³çíà âàí -
íÿ íå ìî äèô³êî âà íèõ òðàíñ êðèïò³â òÐÍÊLys çíè -
æóºòüñÿ ó 140–2700 ðàç³â [ 5, 8 ], àëå äî ñüî ãîäí³ íå
çíàé äå íî çâ’ÿç êó ç êîí êðåò íîþ ìî äèô³êàö³ºþ.
Íàïðèê ëàä, äàí³ ùîäî êðèñ òàë³÷íî¿ ñòðóê òóðè êîì -
ïëåê ñó ë³çèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè T. thermophilus ç
òÐÍÊLys Escherichia ñoli ñâ³ä÷àòü, ùî ìî äèô³êàö³¿
îñíîâ àí òè êî äî íî âî¿ ïåòë³ U34 ³ A37 íå â³äáó âà -
þòü ñÿ ó ì³ñöÿõ áåç ïî ñå ðåäí³õ êîí òàêò³â ç ôåð ìåí -
òîì [9]. Ó òîé æå ÷àñ âñòà íîâ ëå íî, ùî äëÿ åôåê òèâ -
íî ãî àì³íî à öè ëþ âàí íÿ òÐÍÊGlu ãëó òàì³í³ë-òÐÍÊ
ñèí òå òà çîþ E. ñoli íå îáõ³äíà ìî äèô³êàö³ÿ
mnm5s2U-34 [10]. Â³äî ìî òà êîæ, ùî ìî äèô³êàö³¿ â
àí òè êî äî íîâ³é ã³ëö³ òÐÍÊLys ìà þòü âàæ ëè âå çíà ÷åí -
íÿ äëÿ çâ’ÿ çó âàí íÿ ç ðè áî ñî ìà ìè [11–13], äëÿ êî -
ðåê òíî ãî êî äîí-àí òè êî äî íî âî ãî âï³çíà âàí íÿ [14,
15], âïëè âà þòü íà øâèäê³ñòü òðàíñ ëÿö³¿ [16] òà º íå -
îáõ³äíè ìè äëÿ ³í³ö³àö³¿ çâî ðîò íî¿ òðàíñ êðèïö³¿
â³ðó ñó ³ìó íî äåô³öè òó ëþ äè íè [17]. 

Äëÿ ç’ÿ ñó âàí íÿ ñòðóê òóð íî¿ ðîë³ ìî äèô³êî âà -
íèõ íóê ëå î çèä³â òÐÍÊLys ó çà çíà ÷å íèõ ïðî öå ñàõ ïî -
òð³áíî âèâ ÷à òè êîì ïëåê ñè òÐÍÊLys ç â³äïîâ³äíè ìè
ìàê ðî ìî ëå êó ëà ìè. Òà êèì ÷è íîì, âèê ëà äå íå âè ùå
ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî âèä³ëåí íÿ ³íäèâ³äó àëü íî¿
òÐÍÊLys ³ç T. thermophilus, ó ÿê³é ïðè ñóòí³ ïðè ðîäí³
ì³íîðí³ íóê ëå î òè äè, – º íà ãàëü íîþ íå îáõ³äí³ñòþ.

Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè. Âè êî pèñ òà íî òàê³ ìà òåp -
ià ëè: áåí çî¿ ëüî âà íà ÄÅÀÅ-öå ëþ ëî çà (ÁÄ-öå ëþ ëî çà) 
(«Serva», ÔÐÍ); Ñå ôà ðî çà 4Â («Pharmacia Fain
Chemicals», Øâåö³ÿ); NaCl, MgCl2 («Fisher», ÑØÀ);
òðèñ, ñóëü ôàò àìîí³þ «î. ñ. ÷»; ôåí³ëìå òèë ñóëü -
ôîí³ëôòî ðèä («Calbiochem», ÑØÀ); àöå òàò àìîí³þ
«î. ñ. ÷», 2-ìåð êàï òî å òà íîë, äèò³îò ðå¿ òîë («Merk»,
ÔÐÍ); ô³ëüòðè GF/C; ä³åòè ëàì³íî å òèë öå ëþ ëî çà
(«Whatman», Àíãë³ÿ); ³çîï ðîï³ëî âèé ñïèðò «î. ñ. ÷», 
14C-ë³çèí (300 Ê³/ìîëü); 14C-ïðîë³í (239 Ê³/ìîëü)
(«Amersham», Àíãë³ÿ). Óñ³ ³íø³ ðå à ãåí òè ìà ëè
êâàë³ôè êàö³þ «î. ñ. ÷» ³ «õ. ÷». Ðîç ÷è íè ãî òó âà ëè íà
á³äèñ òèëü î âàí³é âîä³. 

Ïðè ëà äè: öåí òðè ôó ãà Ê-70 (ÔÐÍ); ñïåê òðî ôî -
òî ìåòð «Specord UVVIS» (Í³ìå÷÷èíà); õpî ìà òîã pà -

ôi÷íå îá ëàä íàí íÿ Gold-System òà âè ñî êî å ôåê òèâí³
õðî ìà òîã ðàô³÷í³ êî ëîí êè Spherogel TSK ÄÅÀÅ
5PW 21,5´150 ìì («Beckman», ßïîí³ÿ); Ultrapore
RPMS C8 10,0´250 ìì («Beckman», ÑØÀ); Ultrapo-
re ODS C18 4,6 ́  250 ìì («Beckman», ÑØÀ); ñöèí -
òè ëÿ öiéíèé ëi÷èëü íèê Rackbeta («LKB», Øâåö iÿ). 

Âèä³ëåí íÿ ³ î÷è ùåí íÿ òÐÍÊLys ³ç T. thermophilus
âè êî íó âà ëè â ê³ëüêà åòàï³â, ÿê³ âêëþ ÷à ëè îò ðè ìàí -
íÿ ñó ìàð íèõ ïðå ïà ðàò³â òÐÍÊ ³ç T. thermophilus,
õðî ìà òîã ðàô³þ íà êî ëîí êàõ ç ÁÄ-öå ëþ ëî çîþ, îá åð -
íå íî ôà çî âó õðî ìà òîã ðàô³þ íà Ñå ôà ðîç³ 4Â ³ âè ñî -
êî å ôåê òèâ íó ð³äèí íó õðî ìà òîã ðàô³þ (ÂÅÐÕ) íà êî -
ëîí êàõ Spherogel-TSK DE 5PW (21,5  ́ 150 ìì ) i
Ultrapore RPMS C8 (10,0 ́  250 ìì ). 

Âè ðî ùó âàí íÿ êë³òèí T. thermophilus øòà ìó
ÍÂ-8, îäåð æàí íÿ ñó ìàð íî¿ òÐÍÊ, õðî ìà òîã ðàô³þ
íà êî ëîíö³ ç ÁÄ-öå ëþ ëî çîþ ³ âèä³ëåí íÿ ôåð ìåí òó
äëÿ òåñ òó âàí íÿ òÐÍÊ âè êî íó âà ëè, ÿê îïè ñà íî
ðàí³øå  [18, 19].

Ìî äèô³êî âàí³ íóê ëå î òè äè òÐÍÊLys ³äåí òèô³êó -
âà ëè çà äî ïî ìî ãîþ ÂÅÐÕ ç âè êî ðèñ òàí íÿì êî ëîí êè
Ultrasphere Ñ18 (4,6 ́  250 ìì) çà ìå òî äè÷ íè ìè ðå êî -
ìåí äàö³ÿìè Ãåð êå [20]. Äëÿ âèç íà ÷åí íÿ ïðè ðî äè
ìî äèô³êî âà íèõ îñíîâ çä³éñíþ âà ëè ïî âíèé ã³äðîë³ç
10–20 ìêã òÐÍÊLys ³ç T. thermophilus. Ðå àêö³éíà
ñóì³ø îá’ºìîì 50 ìêë ì³ñòè ëà: 80 ìÌ ôîðì³àò íà -
òð³þ, ðÍ 7,8, 0,5 ìÌ MgCl2, 10–20 ìêã òÐÍÊ, 0,8 ìêã 
ÐÍÊà çè À, 2,4 ìêã ôîñ ôî ìî íî åñ òå ðà çè êè øå÷ íè êà
òå ëÿ òè, 2,4 ìêã ôîñ ôîä³åñ òå ðà çè çì³¿íî¿ îò ðó òè.
Ã³äðîë³ç ïðî âî äè ëè ïðî òÿ ãîì 18 ãîä çà òåì ïå ðà òó ðè 
37 îÑ. Îòðè ìàí³ íóê ëå î çè äè ðîçä³ëÿ ëè íà êî ëîíö³
Ñ18 çà äî ïî ìî ãîþ HPLC Gold System ³ç îä íî ÷àñ -
íèì çà ïè ñîì ñïåêòð³â ïî ãëè íàí íÿ íà ñêà íó âàëü íî -
ìó äå òåê òîð³ 167. Äëÿ õðî ìà òîã ðàô³¿ âè êî ðèñ òî âó -
âà ëè òðè áó ôåð íèõ ðîç ÷è íè: À – 10 ìÌ NH4H2PO4,
ðÍ 5,3; 2,5 %-é ìå òà íîë; Á – 10 ìÌ NH4H2PO4, ðÍ
5,1; 20 %-é ìå òà íîë; Â – 10 ìÌ NH4H2PO4, ðÍ 4,9;
35 %-é àöå òîí³òðèë. Ðîç ÷è íè ïå ðåä âè êî ðèñ òàí íÿì
ðå òåëü íî ô³ëüòðó âà ëè (ô³ëüòð 20 ìê) ³ äå ãà çó âà ëè.

Ðå çóëü òà òè ³ îá ãî âî ðåí íÿ. Äëÿ õðî ìà òîã ðàô³¿
íà êî ëîíö³ ç ÁÄ-öå ëþ ëî çîþ (5 ́  60 ñì) íà ïåð øî ìó
åòàï³ âè êî ðèñ òà íî 4 ã ñó ìàð íî¿ òÐÍÊ . Ñë³ä çà óâà -
æè òè, ùî õðî ìà òîã ðàô³÷í³ ôðàêö³¿ òÐÍÊLys âè õî -
äÿòü â îá ëàñò³ âå ëè êî¿ îïòè÷ íî¿ ãóñ òè íè (ðèñ. 1) ³
ì³ñòÿòü íèç êó òÐÍÊ ³íøèõ ñïå öèô³÷íîñ òåé (ëåé öè -
íî âó, ïðîë³íî âó, àëàí³íî âó òà ³í.). Íàé ïîâí³øå
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òÐÍÊLys ïå ðå êðè âàºòüñÿ ç òÐÍÊPro (ôðàêö³¿ 236–350). 
Ñïðî áè âè êî íà òè ïîä àëü øå î÷è ùåí íÿ òÐÍÊLys íà
êî ëîí êàõ DE 5PW i C8 (HPLC), ÿê ó ðàç³ î÷è ùåí íÿ
òÐÍÊSer [19], íå ìà ëè óñï³õó, òî ìó ìè çä³éñíè ëè äî -
äàò êî âó ñòàä³þ î÷è ùåí íÿ – îá åð íå íî ôà çî âó õðî ìà -
òîã ðà ôþ íà êî ëîíö³ ç ñå ôà ðî çîþ 4Â ç âè êî ðèñ òàí -
íÿì ñóëü ôà òó àìîí³þ. Ô³çè êî-õ³ì³÷íèì ï³äãðóí òÿì
ö³º¿ õðî ìà òîã ðàô³¿ º òå, ùî ïðè âè ñîê³é êîí öåí -
òðàö³¿ ñîë³ (ñóëü ôà òó àìîí³þ) òÐÍÊ âçàºìîä³º ç³
ñòàö³îíàð íîþ ôà çîþ ã³äðî ôîá íè ìè çâ’ÿç êà ìè, ÿê³
ïî ñëàá ëþ þòü ñÿ ³ çíèêàþòü ïî ì³ð³ çíè æåí íÿ êîí -
öåí òðàö³¿ ñîë³.

Âè ñó øå íó òÐÍÊ (430 ìã) ðîç ÷è íÿ ëè ó âîä³ ³ äî -
äà âà ëè áó ôåð òàê, ùîá òÐÍÊ ïå ðå áó âà ëà â ðîç ÷èí³,
ÿêèé ì³ñòèâ: 0,01 Ì àöå òàò íà òð³þ  (ðÍ 4,5), 0,01 Ì
MgCl2, 1,6 Ì ñóëü ôàò àìîí³þ ³ 6 ìÌ 2-ìåð êàï òî å òà -
íîë. Öåé ðîç ÷èí (30 ìë) îõî ëîä æó âà ëè äî òåì ïå ðà -
òó ðè 4 îÑ ³ íà íî ñè ëè íà êî ëîí êó (2,6 ́  70 ñì), çà ïîâ -
íå íó ñå ôà ðî çîþ 4Â, óð³âíî âà æå íîþ òà êèì æå áó ôå -

ðîì ³ îõî ëîä æå íîþ äî òåì ïå ðà òó ðè 4 îÑ. Õðî ìà òîã -
ðàô³þ òÐÍÊ âå ëè îá åð íå íèì ë³í³éíèì ãðàä³ºíòîì
êîí öåí òðàö³¿ ñóëü ôà òó àìîí³þ (â³ä 1,55 äî 0,6 Ì).
Øâèäê³ñòü åëþ þ âàí íÿ ñòà íî âè ëà 42 ìë/ãîä, îá’ºì
ãðàä³ºíòà – 2 ́  1,5 ë. Â³äáè ðà ëè ôðàêö³¿ îá’ºìîì 15
ìë ³ äîñë³äæó âà ëè íà âì³ñò ë³çè íî âî¿ ³ ïðîë³íî âî¿
àê òèâ íîñ òåé ó ðå àêö³ÿõ àì³íî à öè ëþ âàí íÿ (ðèñ. 2).
²ç ðèñ. 2 ìîæ íà áà ÷è òè, ùî òÐÍÊLys äó æå äîá ðå
â³ää³ëè ëà ñÿ â³ä òÐÍÊPro ³ º î÷è ùå íîþ â³ä ³íøèõ
òÐÍÊ. Íå äîë³êîì õðî ìà òîã ðàô³¿ íà Ñå ôà ðîç³ 4Â â
îá åð íå íî ìó ãðàä³ºíò³ êîí öåí òðàö³¿ ñóëü ôà òó
àìîí³þ º òå, ùî îñòàíí³é ïå ðå øêîä æàº ïðÿ ìî ìó
îñàä æåí íþ òÐÍÊ ç ðîç ÷è íó äî äà âàí íÿì åòè ëî âî ãî
ñïèð òó. Òî ìó ïå ðåä îñàä æåí íÿì åòà íî ëîì ôðàêö³¿
81–106, ÿê³ ì³ñòè ëè òÐÍÊLys, îá’ºäíó âà ëè, ðîç âî äè -
ëè âî äîþ ó 2–3 ðàçè ³ íà íî ñè ëè íà êî ëîí êó ç
ÄÅÀÅ-öå ëþ ëî çîþ àáî DEAE-Toyopearl 650Ì. Â³ä
ñóëü ôà òó àìîí³þ êî ëîí êó â³äìè âà ëè 0,1 Ì NaCl, à
ïîò³ì òÐÍÊ åëþ þ âà ëè 1 Ì NaCl.
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Ðèñ. 1. Õðî ìà òîã ðàô³ÿ ñó ìàð íî¿ òÐÍÊ T. 
thermophilus íà êî ëîíö³ ç áåí çî¿ ëî âà -
íîþ ÄÅÀÅ-öå ëþ ëî çîþ: 1 – îïòè÷ íà ãóñ -
òè íà ïðè 260 íì; 2 – âêëþ ÷åí íÿ
14Ñ-ë³çèíó; 3 – âêëþ ÷åí íÿ 14Ñ-ïðîë³íó;
4 – êîí öåí òðàö³ÿ NaCl

Ðèñ. 2. Î÷è ùåí íÿ òÐÍÊLys ³ç T.
thermophilus íà êî ëîíö³ ç ñå ôà ðî çîþ 4Â
â îá åð íå íî ìó ãðàä³ºíò³ êîí öåí òðàö³¿
ñóëü ôà òó àìîí³þ: 1 – îïòè÷ íà ãóñ òè íà
ïðè 260 íì; 2 – âêëþ ÷åí íÿ 14Ñ-ë³çèíó;
3 – âêëþ ÷åí íÿ 14Ñ-ïðîë³íó; 4 – ãðàä³ºíò
êîí öåí òðàö³¿ ñóëü ôà òó àìîí³þ



Ïî äàëü øå î÷è ùåí íÿ òÐÍÊLys çä³éñíþâàëè íà êî -
ëîí êàõ âè ñî êî ãî òèñ êó çà äîïîìîãîþ õðî ìà òîã ðà ôà 
HPLC Gold System. 

Õðî ìà òîã ðàô³ÿ íà êî ëîíö³ Spherogel-TSK DE
5PW (21,5 ́  150 ìì). Õðî ìà òîã ðàô³þ âå ëè, âè êî ðèñ -
òî âó þ ÷è òàê³ áó ôåðí³ ðîç ÷è íè: À – 0,05 Ì òðèñ-Cl,
pH 7,5; 0,2 M NaCl, 0,01 M MgCl2 i 10 %-é 2-³çîï ðî -
ïà íîë; áó ôåð Á â³äð³çíÿâ ñÿ âì³ñòîì NaCl – 1,0 M. 

Âè ñó øå íó òÐÍÊ ðîç ÷è íÿ ëè ó âîä³ ³ äî äà âà ëè
ð³âíèé îá’ºì áó ôå ðà À. Íà êî ëîí êó íà íî ñè ëè 15–
20 ìã òÐÍÊ, â³äìè âà ëè áó ôå ðîì À ³ ïðî òÿ ãîì 5 õâ
ë³í³éíî çá³ëüøó âà ëè äî ëþ áó ôå ðà Á äî 17 %, äàë³
åëþ þ âà ëè ãðàä³ºíòîì êîí öåí òðàö³¿ áó ôå ðà Á, ÿêèé
ôîð ìó âà ëè çà êðè âîþ ¹ 4, çà ïðîã ðà ìî âà íîþ ó Gold 
System, çá³ëüøó þ ÷è âì³ñò áó ôå ðà Á äî 30 % ïðî òÿ -
ãîì 60 õâ. Øâèäê³ñòü åëþ þ âàí íÿ – 5 ìë/õâ çà
ê³ìíàò íî¿ òåì ïå ðà òó ðè (20–25 îÑ). Ïðîô³ëü åëþ þ -
âàí íÿ çà ïè ñó âà ëè ïðè äîâ æèí³ õâèë³ 280 íì. Ó ïðî -
öåñ³ õðî ìà òîã ðàô³¿ â³äáè ðà ëè ôðàêö³¿, ÿê³ ïîò³ì
àíàë³çó âà ëè íà âì³ñò òÐÍÊLys. Íà ðèñ. 3 ïîä à íî òè ïî -
âó õðî ìà òîã ðà ìó, ç ÿêî¿ âèä íî, ùî òÐÍÊLys âè õî äèòü 
ç êî ëîí êè îäíèì ï³êîì. Äëÿ ïîä àëü øî ãî âèä³ëåí íÿ
³íäèâ³äó àëü íèõ òÐÍÊLys â³äáè ðà ëè ôðàêö³¿ 6 ³ 7.
×èñ òî òà îò ðè ìà íî¿ òÐÍÊLys ñêëà äà ëà áëèçü êî 50 %. 

Îñòà òî÷ íå î÷è ùåí íÿ òÐÍÊLys âè êî íó âà ëè íà êî -
ëîíö³ âè ñî êî ãî òèñ êó Ultrapore C8 (1 ́  20 ñì) çà äî -
ïî ìî ãîþ Gold System. Áó ôåð À âì³ùó âàâ 0,05 Ì
àöå òàò àìîí³þ ³ 0,01 Ì MgCl2; áó ôåð Á – 10 %-é

2-³çîï ðî ïà íîë. Íà êî ëîí êó íà íî ñè ëè 4–5 ìã òÐÍÊ,
ðîç ÷è íå íî¿ â áó ôåð³ À. Õðî ìà òîã ðàô³þ ïðî âî äè ëè
ë³í³éíèì ãðàä³ºíòîì êîí öåí òðàö³¿ áó ôå ðà Á – ñïî -
÷àò êó ïðî òÿ ãîì 10 õâ êîí öåí òðàö³þ áó ôå ðà Á ï³äâè -
ùó âà ëè äî 3,5 %, à ïîò³ì – äî 9 % óïðî äîâæ 60 õâ.
Øâèäê³ñòü åëþ þ âàí íÿ ñòà íî âè ëà 4 ìë/õâ ïðè
ê³ìíàòí³é òåì ïå ðà òóð³ (20–25 îÑ). Ó ðå çóëü òàò³ õðî -
ìà òîã ðàô³¿ (ðèñ. 4) âèä³ëå íî ³íäèâ³äó àëüí³ òÐÍÊ1

Lys

(ôðàêö³ÿ 5) ³ òÐÍÊ2

Lys (ôðàêö³ÿ 7). 
×èñ òî òó îäåð æà íèõ ïðå ïà ðàò³â ïå ðåâ³ðÿ ëè åëåê -

òðî ôî ðå çîì ³íòàê òíèõ àáî 32Ð-ì³÷å íèõ òÐÍÊ ó
8 %-ìó ÏÀÀÃ çà ïðè ñóò íîñò³ 8 Ì ñå ÷î âè íè, à òà êîæ 
çà ð³âíåì àì³íî à öè ëþ âàí íÿ. Îäíà îïòè÷ íà îäè íè öÿ 
À260 (40 ìêã) òÐÍÊLys ³ç T. thermophilus âêëþ ÷à ëà
1520 ïìîëü 14C-ë³çè íó, ùî â³äïîâ³äàº ÷èñ òîò³ ïî íàä
95 %. ²ç 4 ã ñó ìàð íî¿ òÐÍÊ, íà íå ñå íî¿ íà ïåð øî ìó
åòàï³ íà êî ëîí êó ç ÁÄ-öå ëþ ëî çîþ, ó ê³íöå âî ìó
ï³äñóìêó îäåð æà íî 7,3 ìã òÐÍÊ1

Lys ³ 3,5 ìã òÐÍÊ2

Lys.
Ì³íîðí³ íóê ëå î òè äè òÐÍÊLys T. thermophilus

³äåí òèô³êó âà ëè ìå òî äîì ÂÅÐÕ íà êî ëîíö³
Ultrasphere Ñ18 ç îä íî ÷àñ íèì çà ïè ñîì ñïåêòð³â ïî -
ãëè íàí íÿ çà äî ïî ìî ãîþ ñêà íó âàëü íî ãî äå òåê òî ðà
167 HPLC Gold System. Âàð òî çà óâà æè òè, ùî âì³ñò
ìî äèô³êî âà íèõ îñíîâ ó ñêëàä³ òÐÍÊ äó æå íèç ü êèé
(îäèí çà ëè øîê íà ìàê ðî ìî ëå êó ëó) ïîð³âíÿ íî ç
îñíîâ íè ìè íóê ëå î çè äà ìè (À, G, U, C), ùî óòðóä íþº 
¿õíþ ³äåí òèô³êàö³þ ³ âè ìà ãàº äîò ðè ìàí íÿ íèç êè
óìîâ õðî ìà òîã ðàô³¿. 
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Ðèñ. 3. Î÷è ùåí íÿ òÐÍÊLys ³ç T.
thermophilus íà êî ëîíö³ Spherogel TSK
ÄÅÀÅ 5PW: 1 – îïòè÷ íà ãóñ òè íà ïðè 260 
íì; 2 – âêëþ ÷åí íÿ 14Ñ-ë³çèíó; 3 –
ãðàä³ºíò êîí öåí òðàö³¿ áó ôå ðà Á



Êîì ïî íåí òè áó ôåð íèõ ðîç ÷èí³â ïî âèíí³ ìà òè
ÿêî ìî ãà íè æ÷³ ìî ëÿðí³ êî åô³ö³ºíòè ïî ãëè íàí íÿ â
óëüòðàô³îëå òîâ³é ä³ëÿíö³ ñïåê òðà, ùîá ì³í³ì³çó âà -
òè âïëèâ íà áà çî âó ë³í³þ. Ìè âè êî ðèñ òà ëè 10 ìÌ
NH4H2PO4 (ìî ëÿð íèé êî åô³ö³ºíò åê ñòèíêö³¿ <0,01
ïðè 195 íì). Çàñ òî ñó âàí íÿ âè ùèõ êîí öåí òðàö³é ö³º¿
ñîë³ ñêî ðî ÷óº òåðì³í ïðè äàò íîñò³ êî ëîí êè ³ íà ñîñ³â. 
Âèù³ êîí öåí òðàö³¿ ³íøèõ ñî ëåé – 0,05–0,2 Ì (àöå -
òàò àìîí³þ, ôîðì³àò àìîí³þ) çà áåç ïå ÷ó þòü îò ðè -
ìàí íÿ á³ëüø ñè ìåò ðè÷ íèõ ï³ê³â ³ â³äòâî ðþ âàí³ñòü
÷à ñó çà òðèì êè íà êî ëîíö³ îñíîâ íèõ íóê ëå î òèä³â,
ìàñ êó þ ÷è àê òèâí³ öåí òðè íà êî ëîíö³. Çðó÷í³ñòü âè -
êî ðèñ òàí íÿ öèõ ñî ëåé ùå é ó òî ìó, ùî ìîæ íà îò ðè -
ìà òè îá åç ñî ëåí³ íóê ëå î çè äè, âè ñó øó þ ÷è ¿õ ó âà êó -
óì³. Çðîñ òàí íÿ âå ëè ÷è íè ðÍ ðóõ ëè âî¿ ôà çè çìåí øóº 
ïî çè òèâ íèé çà ðÿä îñíîâ íèõ íóê ëå î òèä³â ³ çá³ëüøóº
â³ä’ºìíèé çà ðÿä êèñ ëèõ íóê ëå î òèä³â. Òà êèì ÷è íîì,
îñíîâí³ íóê ëå î çè äè ñòà þòü ìåíø ³îí³çî âà íèìè ³
¿õí³é ðóõ íà êî ëîíö³ ñïîâ³ëüíþºòüñÿ, à êèñë³ íóê -
ëåî çè äè ñòà þòü ³îí³çî âàí³øè ìè ³ ¿õí³é ðóõ ïðè ñêî -
ðþºòüñÿ. Ðóõ ëèâ³ñòü íå é òðàëü íèõ íóê ëå î çèä³â íå
çì³íþºòüñÿ. Íåç íà÷ íå çíè æåí íÿ ðÍ ïðè âî äèòü äî
ïðî òè ëåæ íî ãî ðå çóëü òà òó. Åëþ þ âàëü íà ñè ëà àöå -
òîí³òðè ëó ó 2 ðàçè âè ùà, í³æ ó ìå òà íî ëó, àëå (â íå -
çíà÷í³é ì³ð³) â³äð³çíÿºòüñÿ âèá³ðêîâ³ñòþ. Ñë³ä çà -
çíà ÷è òè, ùî ïðè äîâ ãî ìó çáåð³ãàíí³ àöå òîí³òðè ëó
(á³ëüøå 3 ì³ñÿö³â) óòâî ðþ þòü ñÿ ïîë³ìå ðè àê ðè ëî -
âî ãî òè ïó, âè êî ðèñ òàí íÿ ÿêèõ ìî æå ïðè çâåñ òè äî

ïî øêîä æåí íÿ íà ñîñ³â ³ êðàí³â. ²ç äà íèõ ðèñ. 5 ìîæ -
íà áà ÷è òè, ùî, êð³ì ÷î òèðü îõ ãî ëîâ íèõ àçî òèñ òèõ
îñíîâ (U, C, G, A), òÐÍÊ1

Lys ì³ñòèòü ó ñâîºìó ñêëàä³
ì³íîðí³ îñíî âè Y, m1A, m7G, I, s4U, Gm, ms2t6A. Äëÿ
íàä³éí³øî¿ ³äåí òèô³êàö³¿ ìî äèô³êî âà íèõ îñíîâ
çä³éñíå íî õðî ìà òîã ðàô³þ íèç êè ÷èñ òèõ ì³íîð íèõ
íóê ëå î òèä³â çà òà êèõ æå óìîâ. Ìàé æå âñ³ ì³íîðí³
íóê ëå î çè äè, âè ÿâ ëåí³ â ñòðóê òóð³ òÐÍÊ1

Lys, âè õî äè -
ëè ç êî ëîí êè â ãðàä³ºíò³, ñòâî ðå íî ìó áó ôåð íè ìè
ðîç ÷è íà ìè À ³ Á. Äëÿ çí³ìàí íÿ ç êî ëîí êè ms2t6A âè -
êî ðèñ òî âó âà ëè áó ôåð íèé ðîç ÷èí Â.

Ñïè ðà þ ÷èñü íà äàí³, îò ðè ìàí³ çà äî ïî ìî ãîþ ìå -
òîä³â øâèä êî ãî ãåëü-ñåê âå íó âàí íÿ ³ âèç íà ÷åí íÿ
ïðè ðî äè ì³íîð íèõ íóê ëå î çèä³â çà äî ïî ìî ãîþ
ÂÅÐÕ, ñòà ëî ìîæ ëè âèì ïî âí³ñòþ âñòà íî âè òè íóê -
ëå î òèä íó ïî ñë³äîâí³ñòü òÐÍÊ1

Lys ³ç T. thermophilus.
òÐÍÊ1

Lys ïî áó äî âà íà ç 76 íóê ëå î òèä íèõ çà ëèøê³â ³
íà ëå æèòü äî êëà ñó òÐÍÊ ç êî ðîò êèì âàð³àáåëü íèì
ñòåá ëîì (äà íèõ íå íà âå äå íî). Ó ñêëàä³ ö³º¿ òÐÍÊ âè -
ÿâ ëå íî ñ³ì ìî äèô³êî âà íèõ îñíîâ, ðîç òà øî âà íèõ â
àí òè êî äî íîâ³é, âàð³àáåëüí³é, T- ³ D-ïåò ëÿõ òà àí òè -
êî äî íî âî ìó ñòåáë³. Íà â³äì³íó â³ä òÐÍÊLys ³ç E. coli,
ñòðóê òó ðà àí òè êî äî íó ÿêî¿ ì³ñòèòü 34-mnm5s2U,
òÐÍÊ1

Lys ³ç T. thermophilus ìàº àí òè êî äîí 34-ÑUU
(ðèñ. 6). Ðàí³øå ïðî ãíî çó âà ëè, ùî ìî äèô³êàö³ÿ
îñíîâ â àí òè êî äî íîâ³é ïåòë³ â³ä³ãðàº âèð³øàëü íó
ðîëü ó ôîð ìó âàíí³ åëå ìåíò³â ñïå öèô³÷íîñò³ òÐÍÊLys

³ç E. ñoli [5]. Ç ³íøî ãî áî êó, âèâ ÷åí íÿ ïðî ñòî ðî âèõ
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Ðèñ. 4. Î÷è ùåí íÿ òÐÍÊLys ³ç T.
thermophilus íà êî ëîíö³ Ultrapore C8: 1 – 
îïòè÷ íà ãóñ òè íà ïðè 260 íì; 2 – âêëþ -
÷åí íÿ 14Ñ-ë³çèíó (çà ôàð áî âà íà îá ëàñòü); 
3 – ãðàä³ºíò êîí öåí òðàö³¿ áó ôå ðà Á



ñòðóê òóð êîì ïëåêñ³â ë³çèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè
T. thermophilus  ç òÐÍÊLys (mnm5s2U-34) E. ñoli
(0,275 íì) ³ íå ìî äèô³êî âà íèì òðàíñ êðèï òîì
òÐÍÊLys (34-CUU) ³ç T. thermophilus (0,29 íì) ïî êà -
çà ëî, ùî àí òè êî äî íè òÐÍÊLys E. ñoli ³ òðàíñ êðèï òà
çíà õî äÿòü ñÿ â ³äåí òè÷ íèõ êîí ôîð ìàö³ÿõ, à ìî -
äèô³êî âàí³ ãðó ïè îñíîâ 34 ³ 37 íå ìà þòü êîí òàêò³â
³ç ñèí òå òà çîþ [9]. Á³ëüøå òî ãî, âè êî ðèñ òàí íÿ
âàð³àí òó òÐÍÊLys ³ç E. ñoli áåç ìî äèô³êàö³¿ â U34 âè ÿ -
âè ëî, ùî ¿¿ â³äñóòí³ñòü â àí òè êî äî íîâ³é ïåòë³ ìà ëî
âïëè âàº íà çíà ÷åí íÿ kcat/KM [21]. 

Òà êèì ÷è íîì, ìîæ ëè âî, ùî é ³íø³ ìî äèô³êàö³¿
íóê ëå î òèä³â òÐÍÊLys, ÿê³ çíà õî äÿòü ñÿ çà ìåæ àìè àí -
òè êî äî íó, â³ä³ãðà þòü âàæ ëè âó ðîëü ó ñïå öèô³÷íîñò³ 
ðå àêö³¿ àì³íî à öè ëþ âàí íÿ. Îäíèì ³ç ³ìîâ³ðíèõ ïðå -
òåí äåíò³â íà öþ ðîëü º y39 â àí òè êî äî íî âî ìó
ñòåáë³ [8]. Äëÿ ïî âíî¿ â³äïîâ³ä³ íà ïî ñòàâ ëå íå çà ïè -
òàí íÿ ïî òð³áí³ ïîä àëüø³ ñòðóê òóð íî-ôóíêö³îíà -
ëüí³ äîñë³äæåí íÿ ç âè êî ðèñ òàí íÿì ÿê ð³çíî -
ìàí³òíèõ òðàíñ êðèïò³â òÐÍÊLys, òàê ³ íà òèâ íî¿ òÐÍÊ 
ç ïðè ðîä íè ìè ìî äèô³êî âà íè ìè îñíî âà ìè.

I. A. Krikliviy, O. P. Kovalenko, O. Y. Gudzera, A. D. Yaremchuk,
M. A. Tukalo

Isolation and purification of Thermus thermophilus tRNALys and

determination of its modified nucleotides

Summary

Lysyl-tRNA synthetase along with aspartyl- and asparagyl-tRNA
synthetase belong to subclass ²²b and have a number of specific
features.  On the one hand, subclass ²²b synthetases have
N-terminal anticodon-linking domains (~140 residues), function as

homodimers a2, and anticodon triplets for each ARSase are the
main but insufficient identity elements.  On the other hand, all tRNA
anticodons, corresponding to each synthetase, contain a central U,
and discrimination between them often depends on one nucleotide
only. Thus, the questions are posed, concerning the structural basis
and the mechanisms for discrimination between these anticodons by 
a homologous binding domain, as well as the possible role of
modified bases in this respect.  In this paper we described
methodological approach to obtaining pure Thermus thermophilus
tRNALys and the determination of modified bases in its structure.

Keywords: òÐÍÊLys, chromatography, extremal thermophyle
Thermus thermophilus, benzoylated diethylaminoethylcellulose,
modified nucleotides.
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Ðèñ. 5. Ðîçä³ëåí íÿ íóê ëå î çèä³â, îò ðè ìà -
íèõ â ðå çóëü òàò³ ã³äðîë³çó òÐÍÊLys ³ç T.
thermophilus íà êî ëîíö³ Ultrapore C18:
1 – îïòè÷ íà ãóñ òè íà ïðè 260 íì; 2 – ÷àñ -
òè íà ãðàä³ºíòà, óòâî ðå íà áó ôå ðà ìè À ³
Á; 3 – áó ôåð Â

Ðèñ. 6. Ïîð³âíÿí íÿ ïåð âèí íèõ ñòðóê òóð àí òè êî äî íî âèõ ñòå áåë
òÐÍÊLys ³ç T. thermophilus (à) ³ E. ñoli (á)
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Âû äå ëå íèå è î÷èñ òêà èí äè âè äó àëü íîé òÐÍÊLys èç Thermus

thermophilus è îïðå äå ëå íèå åå ìè íîð íûõ îñíî âà íèé

Ðå çþ ìå

Ëè çèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà âìåñ òå ñ àñ ïàð òèë- è àñ ïà ðà ãèë-
òÐÍÊ ñèí òå òà çà ìè ïðè íàä ëå æèò ê ²²á ïîä êëà ñó è èìå åò ðÿä
õà ðàê òåð íûõ îñî áåí íîñ òåé. Âñå ÀÐÑàçû ïîä êëàñ ñà ²²á èìå þò
N-êîí öå âûå àí òè êî äîí-ñâÿ çû âà þ ùèå äî ìå íû (îêî ëî 140 àìè -
íî êèñ ëîò íûõ îñòàò êîâ), ôóíê öè î íè ðó þò â âèäå ãî ìî äè ìå ðà

a2 è äëÿ êàæ äîé ÀÐÑàçû àí òè êî äî íî âûå òðèï ëå òû ÿâ ëÿ þò ñÿ
ãëàâ íû ìè, íî íå äîñ òà òî÷ íû ìè ýëå ìåí òà ìè óçíà âà íèÿ. Ïðè
ýòîì äëÿ âñåõ òÐÍÊ, ãî ìî ëî ãè÷ íûõ ýòèì ÀÐÑàçàì, öåí òðàëü -
íûì îñíî âà íè åì àí òè êî äî íà ÿâ ëÿ åò ñÿ óðè äèí, è äèñ êðè ìè íà -
öèÿ ýòèõ àí òè êî äî íîâ çà âè ñèò òîëü êî îò ïåð âîé áóê âû
àí òè êî äî íà. Âîç íè êà þò çà êî íî ìåð íûå âîï ðî ñû îò íî ñè òåëü íî 
ñòðóê òóð íûõ îñíîâ è ìå õà íèç ìîâ äèñ êðè ìè íà öèè ýòèõ àí òè -
êî äî íîâ ñòðóê òóð íî áëèç êè ìè ñâÿ çû âà þ ùè ìè äî ìå íà ìè ÀÐÑàç 
è âîç ìîæ íîé ðîëè ìè íîð íûõ îñíî âà íèé â ýòèõ ïðî öåñ ñàõ. Ïðè -
âå äå íû ðàç ðà áî òàí íûå ìå òî äè ÷åñ êèå ïîä õî äû ê ïî ëó ÷å íèþ
âû ñî êî î ÷è ùåí íîé òÐÍÊLys èç T. thermophilus è îïðå äå ëå íèþ
ìè íîð íûõ îñíî âà íèé â åå ñòðóê òó ðå. 

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: òÐÍÊLys, õðî ìà òîã ðà ôèÿ, ýêñ òðå ìàëü íûé
òåð ìî ôèë Thermus thermophilus, áåí çî è ëè ðî âàí íàÿ ÄÝÀÝ-öåë -
ëþ ëî çà, ìî äè ôè öè ðî âà ííûå íóê ëå î òè äû.
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