
Âèâ÷åííÿ âçàºìîä³¿ ïðîë³ë-òÐÍÊ ñèíòåòàçè  Thermus
thermophilus ç ãîìîëîã³÷íîþ òÐÍÊCGG

Pro ìåòîäàìè
õ³ì³÷íî¿ ìîäèô³êàö³¿ â ðîç÷èí³

Ñ. Ï. ªãî ðî âà, ². À. Êðèê ëè âèé, Î. Ï. Êî âà ëåí êî, Ã. Ä. ßðåì ÷óê, Ì. À.Òó êà ëî 

²íñòè òóò ìî ëå êó ëÿð íî¿ á³îëîã³¿ ³ ãå íå òè êè ÍÀÍ Óêðà¿ íè
Âóë. Àêàäåì³êà Çà áî ëîò íî ãî, 150, Êè¿â, 03143, Óêðà¿íà

mtukalo@imbg.org.ua

Ìå òî äà ìè õðî ìà òîã ðàô³¿ âèä³ëåíî äâ³ ³çî àê öåï òîðí³ òÐÍÊPro ç T. thermophilus HB8 ÷èñ òî òîþ á³ëÿ
95 ³ 97 % â³äïîâ³äíî. Âèâ ÷å íî ïåð âèíí³ ñòðóê òó ðè òÐÍÊÑGG

Pro ³ òÐÍÊGGG
Pro ç T. thermophilus, ÿê³

â³äð³çíÿ þòü ñÿ ì³æ ñî áîþ ó 18 ïî ëî æåí íÿõ. Ïî êà çà íî, ùî â ðîç ÷èí³ ãî ìî ëîã³÷íà ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå -
òà çà çà õè ùàº â³ä àëê³ëó âàí íÿ åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íîþ ôîñ ôà òè òÐÍÊÑGG

Pro, ðîç òà øî âàí³ â D-ñòåáë³ 
(9, 10 ³ 13), íà 5’-ê³íö³ àí òè êî äî íî âî ãî ñòåá ëà (26, 27, 28 ³ 29), â àí òè êî äî íîâ³é ïåòë³ (34, 35, 37 ³ 38) ³ 
ç 3’-áîêó àê öåï òîð íî ãî ñòåá ëà ( 67, 68). 

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà, òÐÍÊPro, Thermus thermophilus, õðî ìà òîã ðàô³ÿ, àëê³ëó âàí -
íÿ åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íîþ, àâ òî ðàä³îãðàô³ÿ. 

Âñòóï. Ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà (ProÐÑ) êà òàë³çóº
àì³íî à öè ëþ âàí íÿ ãî ìî ëîã³÷íî¿ òÐÍÊPro çà
äâîñòàä³éíèì ìå õàí³çìîì, ÿêèé âêëþ ÷àº àê òè âó -
âàí íÿ àì³íî êèñ ëî òè ç óòâî ðåí íÿì ïðoë³ë-àäåí³ëàòó 
³ ïîä àëü øèì ïå ðåíå ñåííÿì ïðoë³íó íà 3'-ê³íöå âèé
àäå íî çèí ãî ìî ëîã³÷íî¿ òÐÍÊ. 

Ïðoë³í (ïðoë³äèí-2-êàð áî íî âà êèñ ëî òà) çà
ñâîºþ õ³ì³÷íîþ ñòðóê òó ðîþ º ³ì³íî êèñ ëî òîþ. Õà -
ðàê òåð íîþ â³äì³íí³ñòþ ïðoë³íó ñå ðåä 20 a-àì³íî -
êèñ ëîò, âè ÿâ ëå íèõ ó ñêëàä³ á³ëê³â, º òå, ùî àòîì àçî -
òó, ÿêèé óòâî ðþº ïåï òèä íèé çâ’ÿ çîê, òà êîæ áå ðå
ó÷àñòü â óòâî ðåíí³ ï³ðîë³äè íî âî ãî ê³ëüöÿ ïðoë³íó.
Öå ïðè âî äèòü äî òî ãî, ùî ó ì³ñö³ ïåï òèä íî ãî çâ’ÿç -
êó, óòâî ðå íî ãî çà ó÷àñò³ ïðoë³íó, â³äáó âàºòüñÿ
ð³çêèé ïî âî ðîò (çëàì) ïîë³ïåï òèä íî ãî ëàí öþ ãà,
ÿêèé òà êèì ÷è íîì çíà÷íîþ ì³ðîþ âèç íà ÷àº ïðoñòî -
ðî âó ñòðóê òó ðó á³ëêî âî¿ ìî ëå êó ëè. Òî ìó òî÷í³ñòü
àì³íî à öè ëþ âàí íÿ ãî ìî ëîã³÷íî¿ òÐÍÊPro ïðoë³íîì

îñîá ëè âî âàæ ëè âà. Îäíàê ó âè ïàä êàõ, êî ëè àì³íî -
êèñ ëî òè ìà þòü íå çíà÷í³ ñòðóê òóðí³ â³äì³ííîñò³
(íà ïðèê ëàä, ð³çíÿòü ñÿ çà ìå òèëü íîþ ãðó ïîþ),
ProÐÑ, ÿê ³ äå ÿê³ ³íø³ ÀÐÑàçè, íå çäàò íà äî ñÿã òè ïî -
âíî¿ äèñ êðèì³íàö³¿ ³ ìî æå ïî ìè ëÿ òè ñÿ – àáî àê òè âó -
âà òè ïîä³áíó íå ãî ìî ëîã³÷íó àì³íî êèñ ëî òó (àëàí³í,
öèñ òå¿í), [1, 2] àáî àì³íî à öè ëþ âà òè òÐÍÊ íå ãî ìî -
ëîã³÷íîþ àì³íî êèñ ëî òîþ.

ProPÑ ïî ðÿä ç GlyÐÑ, HisÐÑ, SerÐÑ ³ ThrÐÑ íà -
ëå æèòü äî ²²à êëà ñó [3, 4] ³ ôóíêö³îíóº ó âèã ëÿä³

a2-ãî ìî äè ìå ðó. Õà ðàê òåð íîþ ðè ñîþ ñèí òå òàç ²²à
êëà ñó º òå, ùî âñ³ âî íè (îêð³ì SerÐÑ) ìà þòü ãî ìî -
ëîã³÷íèé Ñ-ê³íöå âèé àí òè êî äîí-çâ’ÿ çó âàëü íèé äî -
ìåí, äî ñêëà äó ÿêî ãî âõî äèòü á³ëÿ 100 àì³íî êèñ ëîò -
íèõ çà ëèøê³â. Ïðoñòî ðî âà ëî êàë³çàö³ÿ öüî ãî äî ìå -
íó â³äíîñ íî êà òàë³òè÷ íî ãî äî ìå íó çíà÷ íî âàð³þº.
Òàê, ó HisÐÑ â³í ç’ºäíà íèé ç êà òàë³òè÷ íèì äî ìå íîì
äîâ ãèì ïåï òè äîì ³ ðîç òà øî âà íèé âè íÿò êî âî ïðoòè
àê òèâ íî ãî öåí òðà äðó ãî¿ ñóá îäè íèö³, ó GlyÐÑ –
ïðoòè îá îõ ñóá îäè íèöü, à ó ProÐÑ – ïðoòè àê òèâ íî -
ãî öåí òðà ò³º¿ æ ñóá îäè íèö³. Âè íè êàº ïè òàí íÿ:
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ÿêèì ÷è íîì â³äáó âàºòüñÿ âï³çíà âàí íÿ ³ çâ’ÿ çó âàí íÿ
òÐÍÊ ñèí òå òà çà ìè ²²à êëà ñó ³ ÿê âî íè âçàºìîä³þòü ç
àí òè êî äî íîì òÐÍÊ?

 Âèç íà ÷åí íÿ ìå òî äà ìè ðåí òãå íîñ òðóê òóð íî ãî
àíàë³çó ïðoñòî ðî âèõ ñòðóê òóð HisÐÑ Escherichia
coli i T. thermophilus [5, 6] òà GlyÐÑ T. thermophilus
[7] äà ëî ìîæ ëèâ³ñòü íà îñíîâ³ âèâ ÷åí íÿ ïî âåð õíå -
âèõ åëåê òðîñ òà òè÷ íèõ ïî òåíö³àë³â ïî áó äó âà òè ëè -
øå ã³ïî òå òè÷ íó ìî äåëü çâ’ÿ çó âàí íÿ òÐÍÊ ñèí òå òà -
çà ìè ²²à êëà ñó. Êð³ì òî ãî, ô³ëî ãå íå òè÷ íèé àíàë³ç
àì³íî êèñ ëîò íèõ ïî ñë³äîâ íîñ òåé ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí -
òå òàç ð³çíî ãî ïî õîä æåí íÿ ïî êà çàâ, ùî ¿õ ìîæ íà
â³äíåñ òè äî äâîõ ñòðóê òóð íèõ ôîðì, ÿê³ äî ñèòü ðà -
íî äè âåð ãó âà ëè â ïðoöåñ³ åâî ëþö³¿ [8, 9]. Ó
ïðoêàð³îòî ïîä³áíèõ ProÐÑ, ÿê³ ìà þòü âå ëèê³ âêëþ -
÷åí íÿ ì³æ ñòðóê òóð íè ìè ìî òè âà ìè 2 ³ 3, â³äñóòí³é
Ñ-ê³íöå âèé äî ìåí; ó åó êàð³îòî-àð õå ïîä³áíèõ íå ìàº 
âêëþ ÷åíü ì³æ ìî òè âà ìè 2 ³ 3, àëå âî íè ì³ñòÿòü òè -
ïî âèé äëÿ ²²à êëà ñó Ñ-ê³íöå âèé äî ìåí. 

Íà ìè îäåð æà íî êðèñ òà ëè êîì ïëåêñ³â òÐÍÊÑGG

Pro

³ òÐÍÊGGG

Pro ç ProÐÑ T. thermophilus òà  âèçíà÷åíî
¿õí³ ïðî ñòî ðîâ³ ñòðóê òóðè [9]. Öå áó ëè ïåðø³ ñòðóê -
òóðí³ äàí³, ùî ïî êà çà ëè, ÿêèì ÷è íîì â³äáó âàºòüñÿ
âï³çíà âàí íÿ àí òè êî äî íó òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ ²²à êëà -
ñó. Ç³ñòàâ ëåí íÿ îäåð æà íèõ äà íèõ ç³ ñòðóê òó ðîþ íà -
òèâ íî¿ ProÐÑÒÒ (0,243 íì) ³ ¿¿ êîì ïëåê ñó ç
ïðoë³íîì (0,29 íì) [10] âè ÿ âè ëî íèç êó íî âèõ âëàñ -
òè âîñ òåé ñèí òå òàç ²²à êëà ñó. Ñ-ê³íöå âèé äî ìåí º
Zn-çâ’ÿ çó âàëü íèì. Âñòà íîâ ëå íî, ùî â êðèñ òàë³ çíà -
õî äèòü ñÿ ò³ëüêè îäíà ìî ëå êó ëà òÐÍÊ íà äè ìåð ôåð -
ìåí òó. Àíòèêîäîí òÐÍÊ äîá ðå ñòðóê òó ðî âà íèé, àí -
òè êî äî íî âà ïåò ëÿ êîì ïàê òíà, à âçàºìîä³þòü ç ôåð -
ìåí òîì ëè øå òðè îñíî âè àí òè êî äî íî âî¿ ïåòë³ –

G35, G36 ³ G37. Ïðè çâ’ÿ çó âàíí³ ç ôåð ìåí òîì óòâî -
ðþ þòü ñÿ óîò ñîí-êðèê³âñüê³ ïà ðè îñíîâ U32-U38
(òÐÍÊGGG

Pro) àáî U32-À38 (òÐÍÊÑGG

Pro), â³äñóòí³ ó
â³ëüí³é òÐÍÊ. Âåð õíÿ ÷àñ òè íà àí òè êî äî íî âî ãî
ñòåá ëà ïå ðå õðåñ íî êîí òàê òóº ç äðó ãîþ ñóá îäè íè -
öåþ äè ìå ðó. Àêöåïòîðíå ñòåá ëî íå âïî ðÿä êî âà íå,
àê öåï òîð íèé ê³íå öü íå âõî äèòü äî àê òèâ íî ãî öåí -
òðà ³ éî ãî ïî ëî æåí íÿ ÷³òêî íå âèç íà ÷å íå. Ìîæ ëè âî,
öå îá óìîâ ëå íî «íå ïðà âèëü íîþ» êîíô³ãó ðàö³þ àê -
òèâ íî ãî öåí òðà ÷å ðåç â³äñóòí³ñòü ó íüî ìó ïðîë³íó,
îñê³ëüêè ïðè çâ’ÿ çó âàíí³ îñòàí íüî ãî â³äáó âà þòü ñÿ
çíà÷í³ êîí ôîð ìàö³éí³ çì³íè ôåð ìåí òó. Îäåð æàí³
äàí³ ï³äòâåð äè ëè ðå çóëü òà òè á³îõ³ì³÷íèõ

äîñë³äæåíü, çã³äíî ç ÿêè ìè îñíî âè G35 ³ G36 º åëå -
ìåí òà ìè âï³çíà âàí íÿ òÐÍÊPro ñèí òå òà çîþ [11].
Îäíàê äëÿ åôåê òèâ íî ãî àì³íî à öè ëþ âàí íÿ ïî âèíí³
áó òè äî äàò êîâ³ êîí òàê òè ôåð ìåí òó ç òÐÍÊ, ÿê³
âêëþ ÷à þòü D- ³ àê öåï òîð íå ñòåá ëà. Êð³ì òî ãî, çà -
âæäè âè íè êà þòü ñóìí³âè â³äíîñ íî òî òîæ íîñò³
ñòðóê òóð á³îìàê ðî ìî ëå êóë ó êðèñ òàë³ ³ â ðîç ÷èí³.
Äëÿ ðî çóì³ííÿ ìå õàí³çìó àì³íî à öè ëþ âàí íÿ òÐÍÊ
ñèí òå òà çà ìè ²²à êëà ñó íå îáõ³äíî âèç íà ÷è òè, ÿêèì
÷è íîì àí òè êî äîí-çâ’ÿ çó âàëü íèé äî ìåí ïî çèö³îíóº
àê öåï òîð íèé ê³íå öü òÐÍÊ ³ çà áåç ïå ÷óº åôåê òèâ íå
àì³íî à öè ëþ âàí íÿ. 

Ìå òîþ äà íî¿ ðî áî òè º âèâ ÷åí íÿ âçàºìîä³¿
òÐÍÊPro ç ïðîë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ T. thermophilus ó 
ðîç ÷èí³ ìå òî äîì õ³ì³÷íî¿ ìî äèô³êàö³¿. Í³òðî çî å -
òèë ñå ÷î âè íà íà ñüî ãîäí³ º îäíèì ³ç êðà ùèõ ðå à ãåí-
ò³â äëÿ äîñë³äæåí íÿ âçàºìîä³¿ òÐÍÊ ç àì³íî à öèë-
òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ, òî ìó ùî îäíà êî âî ìî äèô³êóº
îñíî âè òÐÍÊ â îä íî- òà äâîñï³ðàëü íèõ ä³ëÿí êàõ. 

Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè. Ó pî áîòi âè êî pèñ òà íî òàê³ 
ìà òåp ià ëè i ïpè ëà äè: áåí çî¿ ëüî âà íà ÄÅÀÅ öå ëþ ëî -
çà (ÁÄ-öå ëþ ëî çà) («Serva», Í³ìå÷ ÷è íà); ñå ôà ðî çà
4Â («Pharmacia Fain Chemicals», Øâåö³ÿ); NaCl,
MgCl2 («Fisher», ÑØÀ);  ä³åòèëï³ðî êàð áî íàò,
ôåí³ëìå òèë ñóëü ôîí³ëôòî ðèä («Calbiochem»,
ÑØÀ); 2-ìåð êàï òî å òà íîë, äèò³îò ðå¿ òîë («Merk»,
Í³ìå÷ ÷è íà); ô³ëüòðè GF/C, ä³åòè ëàì³íî å òèë öå ëþ -
ëî çà («Whatman», Àíãë³ÿ), ³çîïðoï³ëî âèé ñïèðò
«îñ÷», 14C-ïðîë³í (239 Ê³/ìîëü), [a-32P]ATP,
[g-32P]ATP ç ïè òî ìîþ àêò òèâí³ñòþ 2000–

3000 Ê³/ììîëü («Amårsham», Àíãë³ÿ ); äè ìå òèë -
ñóëü ôàò, ã³äðà çèí («Fluka», Øâåé öàð³ÿ); òðèñ,
áîðã³äðèä íà òð³þ («Serva», Í³ìå÷ ÷è íà); ôîñ ôîä³åñ -
òå ðà çà îò ðó òè çì³¿ (ÊÔ 3.1.4.1), ëóæ íà ôîñ ôà òà çà ç
E. coli (ÊÔ 3.1.3.1) («Sigma», ÑØÀ); Ò1-ÐÍÊà çà
(ÊÔ 3.1.27.3) («Sankyo», ßïîí³ÿ); ôîñ ôîä iåñ òå ðå çà
îò ðó òè çì³¿ (ÊÔ 3.1.4.1) («Worthington», ÑØÀ);
ïîë³íóê ëå î òèäê³íà çà ôà ãà Ò4 (ÊÔ 2.7.1.78) («Phar-
macia», Øâåö³ÿ); òÐÍÊ-íóê ëå î òè äèë òðàí ñôå ðà çà
äð³æäæ³â (²ÌÁ³Ã ÍÀÍ Óêðà¿ íè). Âñ³ ³íø³ ðå à ãåí òè
ìà ëè êâàë³ôè êàö³þ «îñ÷» ³ «õ÷». Åòèëí³òðî çî ñå ÷î -
âè íà, ñèí òå çî âà íà À. Ã. Òåðåíòüºâèì (²ÌÁ³Ã ÍÀÍ
Óêðà¿ íè); ðåí òãåí³âñüêà ïë³âêà ô³ðìè «Codak»
(ÑØÀ).  

Ðîç ÷è íè ãî òó âà ëè íà á³äèñ òèëü î âàí³é âîä³. Ïå -
ðåë³ê âè êî ðèñ òà íèõ ïðè ëàä³â: öåí òðè ôó ãà Ê-70
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(Í³ìå÷ ÷è íà); öåí òðè ôó ãà Jouan MR 14.11 («Jouan»
Ôðàíö³ÿ); ñïåê òðî ôî òî ìåòð «Specord UVVIS»
(Í³ìå÷ ÷è íà); 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 DÅ 5PW 2,0 ́  15 ñì, Ultrapore
RPMS C8 1,0 ́  25 ñì («Beckman», ÑØÀ); eëåê òðî -
ôî ðåç Macrophor 2010, ñöèí òè ëÿ öiéíèé ëi÷èëü íèê
Rackbeta, äåí ñè òî ìåòð UltraScan XL («LKB»,
Øâåö³ÿ). 

 Äëÿ âèä³ëåí íÿ ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè, ñó ìàð -
íî¿ òÐÍÊ, ìàëîî÷è ùå íî ãî ôåð ìåíòó äëÿ òåñ òó âàí -
íÿ òÐÍÊ ³ âè ñî êî î ÷è ùå íî¿ ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè
êë³òè íè T. thermophilus øòà ìó ÍÂ-8 âèð îùó âà ëè,
ÿê îïè ñà íî ðàí³øå [12, 13 ].

Âèä³ëåí íÿ ³ î÷è ùåí íÿ òÐÍÊPro ç T. thermophilus
çä³éñíþâà ëè ó ê³ëüêà åòàï³â, ÿê³ âêëþ ÷à ëè âèä³ëåí -
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 (HPLC) íà
êî ëîí êàõ Spherogel-TSK DE 5PW i Ultrapore RPMS
C8 çà ìå òî äè êà ìè, îïè ñà íè ìè ðàí³øå [12, 14, 15].

 òÐÍÊÑGG

Pro ³ òÐÍÊGGG

Pro ç T.  Thermophilus  ì³òè ëè 
ðàä³îàê òèâ íèì ôîñ ôî ðîì ç áî êó 3'-ê³íöÿ, âè êî ðèñ -
òî âó þ ÷è [5'-32P]pCp ³ ÐÍÊ-ë³ãà çó [16], [a-32P ]ATP ³
òÐÍÊ-íóê ëå î òè äèë òðàí ñôå ðà çó  [17], âèä³ëå íó, ÿê
îïè ñà íî â ðî áîò³ [18]. Ç áî êó 5'-ê³íöÿ òÐÍÊPro ì³òè -
ëè ³ç çàñòîñóâàí íÿì [g-32P] ATP ó ðå àêö³¿ ê³íó âàí íÿ
[19].

Íóê ëå î òèäí³ ïî ñë³äîâ íîñò³ òÐÍÊÑGG

Pro ³
òÐÍÊGGG

Pro ç T. thermophilus âèç íà ÷à ëè äâîìà ìå -
òîäàìè ñåê âå íó âàí íÿ ì³÷å íî¿ òÐÍÊ: ñïå öèô³÷íîþ
õ³ì³÷íîþ äåã ðà äàö³ºþ [20, 21] ³ ã³äðîë³çîì òÐÍÊ
ñïå öèô³÷íè ìè åí äî íóê ëå à çà ìè [21, 22].

Àëê³ëó âàí íÿ 32Ð-ì³÷å íèõ òÐÍÊCGG

Pro ³ ¿¿ êîì ïëåê -
ñó ç ïðîë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ çä³éñíþ âà ëè  ç âè êî -
ðèñ òàí íÿì åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íè çà óìîâ, ùî
ñòàá³ë³çó þòü ïðî ñòî ðî âó ñòðóê òó ðó òÐÍÊ ³ â òîé æå 
÷àñ ñïðè ÿ þòü óòâî ðåí íþ ñïå öèô³÷íî ãî êîì ïëåê ñó
òÐÍÊPro–ïðîë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà [23]. Ðå àêö³éíà
ñóì³ø îá’ºìîì 25 ìêë ì³ñòè ëà: 50 ìÌ  òðèñ-HCl,
ðÍ 7,9,  5 ìÌ MgCl2,  2,5  ìÌ 2-ìåð êàï òî å òà íîë,
0,8 ìêÌ òÐÍÊPro, 3,2 ìêÌ ïðîë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çó ³
2,5 ìêë íà ñè ÷å íî ãî ðîç ÷è íó  åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íè â 
åòè ëî âî ìó ñïèðò³. Êîí öåí òðàö³ÿ ðå à ãåí òà ñòà íî âè -
ëà 75 ìÌ.  Àëê³ëó âàí íÿ òÐÍÊ (0,8 ìêÌ) çà ïðè ñóò -

íîñò³  ãî ìî ëîã³÷íî¿ ProÐÑÒÒ  ïðî âî äè ëè  ïðî òÿ ãîì 
2 ãîä  ïðè t = 37 °Ñ  ³ çó ïè íÿ ëè äî äà âàí íÿì 3 ìêë
3 Ì àöå òà òó íà òð³þ (ðÍ 5,5). Ó êîí òðîëü íèõ
äîñë³äàõ  çàì³ñòü åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íè äî äà âà ëè
åêâ³âà ëåí òíèé îá’ºì åòà íî ëó, çàì³ñòü ïðîë³ë-òÐÍÊ
ñèí òå òà çè – ãå òå ðî ëîã³÷íó àì³íî à öèë-òÐÍÊ  ñèí òå -
òà çó  (3,2  ìêÌ). Ï³ñëÿ çàê³í÷åí íÿ ðå àêö³¿ ôåð ìåí òè
âè äà ëÿ ëè ôå íîëü íîþ åêñòðàêö³ºþ, òÐÍÊ îñàä æó âà -
ëè äî äà âàí íÿì 10 ìêã ãë³êî ãå íó ³ òðüîõ îá’ºì³â åòè -
ëî âî ãî ñïèð òó. 

Àëê³ëó âàí íÿ òÐÍÊ çà óìîâ äå íà òó ðàö³¿
çä³éñíþ âà ëè ó 25 ìêë 0,3 Ì Na-êà êî äè ëàò íî ãî áó -
ôå ðà (ðÍ 8,0), ÿêèé ì³ñòèâ 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ, ïðî òÿ ãîì
2 õâ çà òåì ïå ðà òó ðè 80 °Ñ. Ïîë³íóê ëå î òèä íèé ëàí -
öþã ðîç ùåï ëþ âà ëè çà ìî äèô³êî âà íè ìè îñíî âà ìè â
10 ìêë 0,1 Ì òðèñ-HCl (pH 9,0) óïðî äîâæ 5 õâ ïðè
t = 55 °Ñ.

Îòðè ìàí³ ôðàã ìåí òè òÐÍÊ ðîçä³ëÿ ëè åëåê òðî -
ôî ðå çîì ó 12,5 %-ìó ÏÀÀÃ ó 5 ìÌ òðèñ-áî ðàò íî ìó 
áó ôåð³ (ðÍ 8,3), ÿêèé ì³ñòèâ 1 ìÌ ÅÄÒÀ ³ 7 Ì ñå ÷î -
âè íó, ç ïîä àëü øîþ ðàä³îàâ òîã ðàô³ºþ ãåëþ. Åëåê -
òðî ôî ðå òè÷í³ ñìó ãè ³äåí òèô³êó âà ëè, ïîð³âíþ þ ÷è
ðóõ ëèâ³ñòü ôðàã ìåíò³â ç òàêîþ ôðàã ìåíò³â, îò ðè ìà -
íèõ ÷àñ òêî âèì ã³äðîë³çîì òÐÍÊ ðè áî íóê ëå à çîþ Ò1.
²íòåí ñèâ íîñò³ åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèõ ñìóã íà ðàä³îàâ -
òîã ðà ôàõ ãåë³â, ÿê³ â³äîá ðà æà þòü ñòóï³íü ìî -
äèô³êàö³¿ ôîñ ôàò³â, âèç íà ÷à ëè çà äî ïî ìî ãîþ ñêà íó -
âàëü íî ãî äåí ñè òî ìåò ðà «UltraScan XL» ô³ðìè
«LKB» (Øâåö³ÿ). 

På çóëü òà òè i îá ãî âî ðåí íÿ. Âèä iëåí íÿ ³íäèâ³äó -
àëü íèõ òÐÍÊÑGG

Pro ³ òÐÍÊGGG

Pro ç T. thermophilus.
Îäåð æàí íÿ ³íäèâ³äó àëü íèõ ³çî àê öåï òîð íèõ òÐÍÊPro

ñòà íî âèòü äî ñèòü ñêëàä íå çà âäàí íÿ ÷å ðåç ³ñíó âàí íÿ 
äåê³ëüêîõ ³çî àê öåï òîð íèõ ôîðì òÐÍÊPro, ïðè ñóòí³õ
ó çà ãàëü íî ìó ïóë³ ñó ìàð íî ãî ïðå ïà ðà òó. òÐÍÊPro ç
T. thermophilus âèä³ëÿ ëè òà î÷èùóâàëè ó ê³ëüêà õðî -
ìà òîã ðàô³÷íèõ ñòàä³é. Ïðè õðî ìà òîã ðàô³¿ íà êî -
ëîíö³ ç ÁÄ-öå ëþ ëî çîþ òÐÍÊPro ç T. thermophilus âè -
õî äèòü ó çîí³ âè ñî êî¿ îïòè÷ íî¿ ãóñ òè íè ³ ì³ñòèòü
áà ãà òî äîì³øîê ³íøèõ òÐÍÊ. Òî ìó íà äðó ãî ìó
åòàï³ âè êî ðèñ òà íî îá åð íå íî ôà çî âó õðî ìà òîã ðàô³þ
íà ñå ôà ðîç³ 4Â, ÿêà äîç âî ëè ëà â çíà÷í³é ì³ð³
çâ³ëüíè òè ñÿ â³ä äîì³øîê, à ãî ëîâ íå – ðîçä³ëè òè 
òÐÍÊPro ³ òÐÍÊLys [15]. Íàñ òóï íå î÷è ùåí íÿ çä³éñíþ -
âà ëè ìå òî äîì HPLC íà êî ëîíö³  Spherogel-TSK DE
5PW. Îñòà òî÷ íå î÷è ùåí íÿ  òÐÍÊPro âè êî íó âà ëè íà
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êî ëîíö³ Ultrapore C8, ó ðå çóëü òàò³ ÿêî ãî îäåð æà íî
äâ³ ³çî àê öåï òîðí³  òÐÍÊPro ç T. thermophilus –

òÐÍÊÑGG

Pro ³ òÐÍÊGGG

Pro (ðèñ. 1).  ×èñ òî òà îäåð æà íèõ
ïðå ïà ðàò³â ñòà íî âèòü á³ëÿ 95 ³ 97 % (1505 ³
1545 ïìîëü/1 î. î.), â³äïîâ³äíî.

Âèç íà ÷åí íÿ íóê ëå î òèä íèõ ïî ñë³äîâ íîñ òåé
òÐÍÊÑGG

Pro ³ òÐÍÊGGG

Pro ç  T. thermophilus. Íóê ëå î -
òèäí³ ïî ñë³äîâ íîñò³ òÐÍÊÑGG

Pro ³ òÐÍÊGGG

Pro ç
T. thermophilus âèç íà ÷à ëè ç âè êî ðèñ òàí íÿì äâîõ
ìå òîä³â ñåê âå íó âàí íÿ ì³÷å íî¿ òÐÍÊ: ñïå öèô³÷íî¿
õ³ì³÷íî¿ äåã ðà äàö³¿ [20, 21] ³ ã³äðîë³çó òÐÍÊ ñïå -
öèô³÷íè ìè åí äî íóê ëå à çà ìè [21, 22]. Â ðå çóëü òàò³
ïðî âå äå íî¿ ðî áî òè âñòà íîâ ëå íî ïî âí³ íóê ëå î òèäí³
ïî ñë³äîâ íîñò³ òÐÍÊ1ÑGG

Pro i òÐÍÊÑGG

Pro ç T. thermo-
philus. Íà ðèñ. 2 íà âå äå íî ïåð âèíí³ ñòðóê òó ðè ó
âèãëÿä³ ëèñ òêà êî íþ øè íè. Â ñêëàä³ êîæ íî¿ òÐÍÊPro

íàë³÷óºòüñÿ 77 íóê ëå î òèä íèõ îñíîâ. Ïðè
ïîð³âíÿíí³ ¿õí³õ ñòðóê òóð âè ÿâ ëå íî 18 ïî ëî æåíü, çà 
ÿêè ìè âî íè â³äð³çíÿ þòü ñÿ (íà ðèñ. 2 âèä³ëå íî æèð -
íèì êóð ñè âîì). Íàéá³ëüøà ð³çíè öÿ ñïîñ òåð³ãàºòüñÿ 
â àí òè êî äî íî âî ìó ñòåáë³ (8) ³ Ò-ñòåáë³ (4), ïî äâ³
â³äì³ííîñò³ çíàé äå íî â àí òè êî äî íîâ³é ïåòë³ ³ àê -
öåï òîð íî ìó ñòåáë³ òà ïî îäí³é – â D-ïåòë³ ³ àê öåï -
òîð íî ìó ê³íö³. òÐÍÊPro ç T. thermophilus ìà þòü õà -
ðàê òåðí³ ðè ñè ïðoêàð³îò íèõ òÐÍÊPro: ïåð øà ïà ðà

CG â àê öåï òîð íî ìó ñòåáë³ òà ñïå öèô³÷íà ñòðóê òó ðà 
D-ñòåá ëà. Ãî ìî ëîã³ÿ ïåð âèí íî¿ ñòðóê òó ðè
òÐÍÊÑGG

Pro ç â³äïîâ³äíîþ ³çî àê öåï òîð íîþ
òÐÍÊÑGG

Pro ç E. coli ñòàíîâèòü 78 %. 
Òà êèì ÷è íîì, ïðoë³íî âà ñèñ òå ìà â

T. thermophilus º óí³êàëü íîþ ç îãëÿ äó íà òå, ùî
ProÐÑÒÒ íà ëå æèòü çà ñâî¿ ìè ñòðóê òóð íè ìè îñîá -
ëè âîñ òÿ ìè äî åó êàð³îòî-àð õå ïîä³áíî¿ ôîð ìè, ó òîé
÷àñ ÿê ãî ìî ëîã³÷íà ¿é òÐÍÊPro âõî äèòü äî ïðoêàð³îò -
íî¿ ãðó ïè òÐÍÊPro. Îòæå, äîñë³äæåí íÿ âï³çíà âàí íÿ
òÐÍÊPro àì³íî à öèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ íàä çâè ÷àé íî
ö³êà âå ç åâî ëþö³éíî¿ òî÷ êè çî ðó. 

Âèâ ÷åí íÿ âçàºìîä³¿ ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè
T. thermophilus ç ãî ìî ëîã³÷íîþ òÐÍÊÑGG

Pro ó ðîç -
÷èí³. Âèá³ð òÐÍÊÑGG

Pro ç T. thermophilus  áà çóºòüñÿ íà 
ðå çóëü òà òàõ âèâ ÷åí íÿ êîì ïëåêñ³â ProÐÑÒÒ ç îá îìà
³çî àê öåï òîð íè ìè òÐÍÊPro  ìå òî äîì ðåí òãå íîñ òðóê -
òóð íî ãî àíàë³çó [9]. Êðèñ òà ëè êîì ïëåê ñó
ProÐÑÒÒ–òÐÍÊÑGG

Pro ç T. thermophilus ìà ëè êðà ùå
ðîçä³ëåííÿ ³ âè ÿ âè ëè ñÿ á³ëüø ³íôîð ìà òèâ íè ìè.
Îòðè ìàí³ ðå çóëü òà òè íàä à ëè ìîæ ëèâ³ñòü ïî áó äó âà -
òè ïðoñòî ðî âó ìî äåëü êîì ïëåê ñó. Äàí³ ðåí òãå íîñ -
òðóê òóð íî ãî àíàë³çó êðèñ òàë³â êîì ïëåê ñó
ProÐÑÒÒ–òÐÍÊGGG

Pro ç T. thermophilus ïî âí³ñòþ
â³äïîâ³äà þòü ìî äåë³, ïî áó äî âàí³é äëÿ êîì ïëåê ñó
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Ðèñ. 1. Î÷è ùåí íÿ ³íäèâ³-
äó àëü íèõ òÐÍÊGGG

Pro ³
òÐÍÊCGG

Pro ç T. thermo-
philus íà êî ëîíö³ Ul-
trapore C8: 1 – ïî ãëè íàí íÿ  
ïðè 260 íì; 2 – ãðàä³ºíò
êîí öåí òðàö³¿ áó ôå ðà Á.
Çà ôàð áî âàí³ ï³êè ì³ñòÿòü
òÐÍÊGGG

Pro ³ òÐÍÊCGG
Pro

÷èñ òî òîþ á³ëÿ 95 ³ 97 %
â³äïîâ³äíî



ProÐÑÒÒ–òÐÍÊÑGG

Pro. Ä³ëÿí êè êîí òàê òó òÐÍÊÑGG

Pro ç
ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ âèâ ÷à ëè àëê³ëó âàí íÿì
åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íîþ â³ëüíî¿ òÐÍÊPro òà çà ïðè -
ñóò íîñò³ ãî ìî ëîã³÷íî¿ àì³íî àöèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè.
Ðå àêö³¿ àëê³ëó âàí íÿ òÐÍÊ ïðîâîäèëè, ÿê îïè ñà íî â
«Ìà òåð³àëàõ ³ ìåòî äàõ». 

Íà ðèñ. 3 íà âå äå íî ðàä³îàâ òîã ðà ôè ÏÀÀÃ ï³ñëÿ
ðîçä³ëåí íÿ ôðàã ìåíò³â, îò ðè ìà íèõ âíàñë³äîê
ðîç’ºäíàí íÿ 3'-32P-ì³÷å íî¿ (a) ³ 5'-32P-ì³÷å íî¿
òÐÍÊÑGG

Pro  (á) ç T. thermophilus, àëê³ëî âà íèõ í³òðî -
çî å òèë ñå ÷î âè íîþ çà â³äñóò íîñò³ ³ â ïðè ñóò íîñò³
ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè. Ìîæ íà áà ÷è òè, ùî ìî -
äèô³êàö³ÿ äå ÿ êèõ ôîñ ôàò³â â³äáó âàºòüñÿ â ìåíø³é
ì³ð³ çà ïðè ñóò íîñò³ ãî ìî ëîã³÷íî ãî ôåð ìåíòó
ïîð³âíÿ íî ç ìî äèô³êàö³ºþ â³ëüíî¿ òÐÍÊPro àáî â
ïðè ñóò íîñò³ ãå òå ðî ëîã³÷íî¿ ñèí òå òà çè. Âàðòî çà óâà -
æè òè, ùî ñìóãè, ÿê³ â³äïîâ³äà þòü ôîñ ôà òàì,
ðîçì³ùå íèì áëèæ ÷å äî ê³íö³â ìî ëå êó ëè òÐÍÊ, ìà -
þòü ìåí øó ³íòåí ñèâí³ñòü ÿê çà ïðè ñóò íîñò³, òàê ³
â³äñóò íîñò³ ôåð ìåí òó. Öå ñïðè÷èíåíå íå äîë³êîì
ìå òîäó äîñë³äæåí íÿ, ÿêèé ïî òðå áóº îñàä æåí íÿ îò -
ðè ìà íèõ ôðàã ìåíò³â åòà íî ëîì, à çà òà êèõ óìîâ êî -
ðîòê³ ôðàã ìåí òè âè ïà äà þòü â îñàä ã³ðøå, í³æ äîâã³.  
Îäíàê âèâ ÷åí íÿ ³íòåí ñèâ íîñ òåé åëåê òðî ôî ðå òè÷ -
íèõ ñìóã çà äî ïî ìî ãîþ ñêà íó âàëü íî ãî äåí ñè òî ìåò -
ðà òà ðîç ðà õóí êè â³äíîñ íèõ ð³âí³â ³íòåí ñèâ íîñ òåé
â³äïîâ³äíèõ ñìóã çà ïðè ñóò íîñò³ ³ â³äñóò íîñò³ ãî ìî -
ëîã³÷íî¿ ProÐÑÒÒ (ðèñ. 4) äà þòü íàä³éíó ³íôîð -
ìàö³þ ùî äî çà õèñ òó  ôîñ ôàò³â ôåð ìåí òîì.

Ðîç òà øó âàí íÿ â ñòðóê òóð³ òÐÍÊPro ôîñ ôàò³â, çà -
õè ùå íèõ â³ä ìî äèô³êàö³¿ çà ïðè ñóò íîñò³ ïðoë³ë-
òÐÍÊ ñèí òå òà çè, ïðåä ñòàâ ëå íî íà ðèñ. 5. Ç öüî ãî ðè -
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Ðèñ. 3. Ðàä³îàâ òîã ðà ôè  12,5 %-ãî ÏÀÀÃ, â ÿêî ìó ðîçä³ëåíî
ôðàã ìåí òè  3'-ì³÷å íî¿ (a) ³ 5'-ì³÷å íî¿ (á) òÐÍÊCGG

Pro ç
T. thermophilus, îò ðè ìàí³ ï³ñëÿ àëê³ëó âàí íÿ åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè -
íîþ (à: àëê³ëó âàí íÿ çà óìîâ, ÿê³ ñòàá³ë³çó þòü ïðoñòî ðî âó
ñòðóê òó ðó òÐÍÊ (3, 5) ïðè äå íà òó ðàö³¿ (2) òà çà ïðè ñóò íîñò³ ãî -
ìî ëîã³÷íî¿ ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè (7); â³äïîâ³äí³ êîí òðîëüí³
³íêó áàö³¿ (4, 6, 8) çà â³äñóò íîñò³ åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íè; 1 –
òÐÍÊCGG

Pro, ÷àñ òêî âî ã³äðîë³çî âà íà íóê ëå à çîþ Ò1; á: àëê³ëó âàí -
íÿ çà óìîâ, ÿê³ ñòàá³ë³çó þòü ïðoñòî ðî âó ñòðóê òó ðó òÐÍÊ (3,  4)
ïðè äå íà òó ðó àö³¿ (1) òà çà ïðè ñóò íîñò³ ãî ìî ëîã³÷íî¿
ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè (6); â³äïîâ³äí³ êîí òðîëüí³ ³íêó áàö³¿ (5,

7) çà â³äñóò íîñò³ åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè íè; 2 – òÐÍÊCGG
Pro, ÷àñ òêî -

âîã³äðîë³çî âà íà íóê ëå à çîþ Ò1). Íó ìå ðàö³ÿ ñìóã â³äïîâ³äàº ïî -
ëî æåí íþ ôîñ ôàò³â ó ñòðóê òóð³ òÐÍÊCGG

Pro. Òðè êóò íè êà ìè ïî -
çíà÷å íî ñìó ãè, ð³âåíü ìî äèô³êó âàí íÿ ÿêèõ çíè æóºòüñÿ çà
ïðè ñóò íîñò³ ïðîë³ë-òÐÍÊ ñèíòåòàçè

Ðèñ. 2. Ïåð âèíí³  ñòðóê òó ðè 
òÐÍÊGGG

Pro (à) ³ òÐÍÊCGG
Pro (á)

ç T. thermophilu ó âèãëÿä³ ëèñ -
òà êî íþ øè íè. Íóê ëå î òè äè, çà
ÿêè ìè â³äð³çíÿ þòü ñÿ äâ³ ³çî -
àê öåï òîðí³ òÐÍÊPro, âèä³-
ëåíî æèð íèì êóð ñè âîì  



ñóí êà ìîæ íà áà ÷è òè, ùî ôîñ ôà òè òÐÍÊÑGG

Pro, ÿê³ ìà -
þòü íèç ü êó çäàòí³ñòü äî àëê³ëó âàí íÿ çà ïðè ñóò íîñò³ 
ProÐÑÒÒ, ðîç òà øî âàí³ â ïî ëî æåí íÿõ ç 5'-áî êó
D-ñòåá ëà ³ D-ïåòë³ (9, 10, 13, 16, 17, 17à), ç áî êó
5'-ê³íöÿ àí òè êî äî íî âî ãî ñòåá ëà (26, 27, 28 ³ 29),  â
àí òè êî äî íîâ³é ïåòë³ (34, 35, 37 ³ 38)  ³ ç 3'-áî êó àê -

öåï òîð íî ãî ñòåá ëà (67, 68). Ó÷àñòü ó âçàºìîä³¿ ç
ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ îñíîâ àí òè êî äî íó, 5'-áî -
êó àí òè êî äî íî âî ãî ñòåá ëà ³ 3'-áî êó àê öåï òîð íî ãî
ñòåá ëà ï³äòâåð äæóºòüñÿ òà êîæ ìå òî äîì çà õèñ òó
òÐÍÊ â³ä ã³äðîë³çó ÐÍÊà çà ìè (äàíèõ íå íà âå äå íî).
Ïðî òå òðå áà çàçíà÷èòè, ùî â êðèñ òàë³÷í³é ñòðóê òóð³ 
êîì ïëåê ñó â³äñóòí³ ïðÿì³ êîí òàê òè  D-ïåòë³ ç ôåð -
ìåí òîì, òî ìó çíè æåí íÿ ðå àêö³éíî¿ çäàò íîñò³ ôîñ -
ôàò³â 16, 17 ³ 17à ïî â’ÿ çà íî ç òèì, ùî âî íè áåðóòü
ó÷àñòü ó ñòàá³ë³çàö³¿ â³äïîâ³äíî¿ êîí ôîð ìàö³¿
D-ïåòë³, ÿêà âè íè êàº ïðè âçàºìîä³¿ òÐÍÊ ç ôåð ìåí -
òîì. Íà íà øó äóì êó, òà êà êîí ôîð ìàö³ÿ D-ïåòë³ º
ñòàá³ëüí³øîþ ïðè óòâî ðåíí³ êîì ïëåê ñó ç ñèí òå òà -
çîþ. Îäåð æàí³ äàí³ çà ñâ³ä÷óþòü, ùî ì³ñöÿ êîí -
òàêò³â òÐÍÊ ç ñèí òå òà çîþ ðîç òà øî âàí³ ç áî êó âå ëè -
êî¿ áîð³çäêè àí òè êî äî íî âî ãî ñòåá ëà ³ ùî àí òè êî äîí 
º êëþ ÷î âèì ó âçàºìîä³¿ òÐÍÊPro ç ãî ìî ëîã³÷íîþ
ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ. 

Îòðèìàí³ äàí³ äîá ðå óçãîä æó þòü ñÿ ç ðå çóëü òà -
òà ìè âèâ ÷åí íÿ êðèñ òàë³÷íèõ êîì ïëåêñ³â ìå òî äà ìè
ðåí òãå íîñ òðóê òóð íî ãî àíàë³çó  [9]. Îñíîâí³ êîí òàê -
òè ì³æ àí òè êî äîí-çâ’ÿ çó âàëü íèì äî ìå íîì
ProÐÑÒÒ ³ òÐÍÊPro óòâî ðåí³ b-ëèñ òêîì ³ äâî ìà

a-ñï³ðà ëÿ ìè ôåðìåíòó, ñïðÿ ìî âà íè ìè äî àí òè êî -
äî íî âî¿ ïåòë³ ç áî êó âå ëè êî¿ áîð³çäêè òÐÍÊ. Ã³äðî -
ôîá íà êè øå íÿ, ÿêà ñïå öèô³÷íî çâ’ÿ çóº îñíî âè àí òè -
êî äî íó G35 ³ G36, óòâî ðå íà çà ëèø êà ìè Ile295,
Pro322 ³ Phe336. Â óï³çíà âàíí³ àí òè êî äî íó òÐÍÊPro

òà êîæ áå ðóòü ó÷àñòü Lys353, Asp354, Glu349,
Lys297 ³ Thr331, ÿê³ óòâî ðþ þòü âîä íåâ³  çâ’ÿç êè ç
îñíî âà ìè àí òè êî äî íó àáî âçàºìîä³þòü ç ôîñ ôà òà -
ìè. Âàðòî â³äçíà ÷è òè, ùî ìàé æå âñ³ ïå ðå ðà õî âàí³
çà ëèø êè º êîí ñåð âà òèâ íè ìè äëÿ â³äî ìèõ åó -
êàð³îòî-àð õå ïîä³áíèõ ProÐÑ.

Îñíî âè G35 ³ G36 º åëå ìåí òà ìè âï³çíà âàí íÿ äëÿ 
ProÐÑ. ßê ïî êà çà íî á³îõ³ì³÷íè ìè äîñë³äæåí íÿ ìè,
çàì³íà öèõ îñíîâ íà ³íø³ ïðè çâî äèòü äî ïàä³ííÿ
åôåê òèâ íîñò³ àì³íî à öè ëþ âàí íÿ ó 9–164 ðàçè äëÿ
ïðoêàð³îò íî¿ ProÐÑ ³ â 300–1100 ðàç³â – äëÿ åó -
êàð³îò íî¿ [11]. 

Îòðè ìàí³ ðå çóëü òà òè âêà çó þòü íà âàæ ëè âó ðîëü
ðè áî çî ôîñ ôàò íî ãî êàð êà ñó òà ïðoñòî ðî âî¿
êîíô³ãó ðàö³¿ òÐÍÊPro â ïðoöå ñàõ óï³çíà âàí íÿ ¿¿ ãî -
ìî ëîã³÷íèì ôåð ìåí òîì. Ïî êà çà íî òà êîæ âçàºìîä³þ 
çà ëèøê³â ôåð ìåí òó ç îñíî âà ìè G35 ³ G36 òÐÍÊPro.
Âàæ ëè âèì íà ñë³äêîì äà íèõ äîñë³äæåíü ìîæ íà ââà -
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Ðèñ. 4. Â³äíîñ íà ðå àêö³éíà çäàòí³ñòü çà ëèøê³â ôîñ ôîð íî¿ êèñ -
ëî òè ó òÐÍÊCGG

Pro ç T. thermophilus. Ri – â³äíî øåí íÿ ³íòåí ñèâ -
íîñ òåé â³äïîâ³äíèõ åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèõ ñìóã â åê ñïå ðè ìåí òàõ ç
àëê³ëó âàí íÿ â³ëüíî¿ òÐÍÊCGG

Pro ³ çà ïðè ñóò íîñò³ ãî ìî ëîã³÷íî¿
ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çè; Np – íî ìå ðè ôîñ ôàò³â

Ðèñ. 5. Ñòðóê òó ðà òÐÍÊCGG
Pro ç T. thermophilus ó âèã ëÿä³ ëèñ òà

êî íþ øè íè. Ñòð³ëêà ìè ïî çíà ÷å íî ôîñ ôà òè, ÿê³ çà õè ùà þòü ñÿ
ïðoë³ë-òÐÍÊ ñèí òå òà çîþ â³ä àëê³ëó âàí íÿ åòèëí³òðî çî ñå ÷î âè -
íîþ. Íóê ëå î òè äè, çà ÿêè ìè âîíà â³äð³çíÿºòüñÿ â³ä òÐÍÊGGG

Pro,
âèð³çíåíî æèð íèì êóð ñè âîì



æà òè çà õèñò â³ä ìî äèô³êàö³¿ ôîñ ôàò³â 67 ³ 68, ðîç òà -
øî âà íèõ â àê öåï òîð íî ìó ñòåáë³. Çà äà íè ìè ðåí òãå -
íîñ òðóê òóð íî ãî àíàë³çó, àê öåï òîð íå ñòåá ëî òÐÍÊPro

íå ìàº ïðÿ ìèõ êîí òàêò³â ç ôåð ìåí òîì, à ïðoñòî ðî âà 
ëî êàë³çàö³ÿ àê öåï òîð íî ãî ê³íöÿ íå âèç íà ÷å íà.
Îäíàê ó ðå çóëü òàò³ êîí ôîð ìàö³éíèõ çì³í, ÿê³ ñó -
ïðoâîä æó þòü çâ’ÿ çó âàí íÿ ïðoë³íó, ôîñ ôà òè 67 ³ 68
ìî æóòü âçàºìîä³ÿòè ç Arg146 ³ Arg148 òà ô³êñó âà òè
àê öåï òîð íå ñòåá ëî ó ïî ëî æåíí³, ùî çà áåç ïå ÷óº
åôåê òèâ íå àì³íî à öè ëþ âàí íÿ. Òðå áà â³äì³òèòè, ùî â 
ïðoñòî ðîâ³é ñòðóê òóð³ ProÐÑ Enterococcus faecalis
(ProÐÑEF) ïî ëî æåí íÿ Arg146 çà é ìàº Arg102 ³
â³äïîâ³äíî äî êîì ï’þ òåð íî¿ ìî äåë³ êîì ïëåê ñó
ProÐÑEF–òÐÍÊPro ö³ çà ëèø êè àì³íî êèñ ëîò áåðóòü
ó÷àñòü ó âçàºìîä³¿ ç ðè áî çî ôîñ ôàò íèì ñêå ëå òîì àê -
öåï òîð íî ãî ñòåá ëà òÐÍÊPro â îòî ÷åíí³ 68-ãî ôîñ ôà -
òó [24]. Â îñòàíí³é ìî äåë³ â³äáóâàþòüñÿ òà êîæ
âçàºìîä³¿ ôåð ìåí òó ç ðè áî çî ôîñ ôàò íèì ñêå ëå òîì â
îòî ÷åíí³ 10-ãî ³ 13-ãî ôîñ ôàò³â òà ôîñ ôàò³â ç
5'-áîêó àí òè êî äî íî âî ãî ñòåá ëà ³ àí òè êî äî íî âî¿
ïåòë³, ùî â³äïîâ³äàº äà íèì, îäåð æà íèì íà ìè äëÿ
òÐÍÊPro ç T. thermophilus. Òà êèì ÷è íîì, ÿê ïåð âèí íà 
ñòðóê òó ðà òÐÍÊPro ç T. thermophilus, òàê ³ ¿¿
âçàºìîä³ÿ ç ãî ìî ëîã³÷íîþ ñèí òå òà çîþ ìà þòü îñîá -
ëè âîñò³ òÐÍÊPro ïðoêàð³îò íî ãî òè ïó. 

Â ðå çóëü òàò³ âè êî íà íèõ äîñë³äæåíü âè ÿâ ëå íî
íèç êó íî âèõ äå òà ëåé âçàºìîä³¿ ProÐÑ ç  òÐÍÊPro, ùî
ðàç îì ç äà íè ìè ðåí òãå íîñ òðóê òóð íî ãî àíàë³çó äîç -
âî ëÿ þòü îêðåñ ëè òè ìå õàí³çì, çà ÿêèì ñèí òå òà çà ²²à
êëà ñó âçàºìîä³º ç òÐÍÊ, ÿê àí òè êî äîí-çâ’ÿ çó âàëü -
íèé äî ìåí ProÐÑ âçàºìîä³º ç àí òè êî äî íîì òÐÍÊ.
Äëÿ ïîä àëü øèõ äîñë³äæåíü áà æà íî âèâ ÷è òè ïî -
òð³éíèé êîì ïëåêñ ïðoë³í–ProÐÑ– òÐÍÊPro, ùî ïî -
âèí íî ñïðè ÿ òè ô³êñàö³¿ àê öåï òîð íî ãî ê³íöÿ òÐÍÊ â
êà òàë³òè÷ íî ìó öåíòð³ ôåð ìåí òó.

S. P. Egorova, I. A. Krikliviy, O. P. Kovalenko, A. D. Yaremchuk,
M. A. Tukalo 

Study on interaction of Thermus thermophilus prolyl-tRNA

synthetase with gomologous tRNACGG
Pro

 by methods of chemical

modification in solution

Summary

Two  isoaccepting  Thermus thermophilus HB8  tRNAPro were
isolated by the chromatography methods with purity about 95 and 97
% . The primary structures of isoaccepting tRNAGGG

Pro and
tRNACGG

Pro were studied by  the gel-sequencing method, and
differences between them were found in 18 positions. Our results
show that in solution the gomologous prolyl-tRNA synthetase

protects the phosphates allocated in D-stem (9, 10, 13), 5'-end of
anticodon-stem (26–29), anticodon-loop (34, 35, 37–39) and  
acceptor-stem (67, 68)  of tRNACGG

Pro from alkylation  by
ethylnitrosourea,.

Keywords: prolyl-tRNA synthetase, òÐÍÊPro, Thermus thermo-
philus, chromatography, autoradiography, ethylnitrosourea.

Ñ. Ï. Åãî ðî âà, È. À. Êðèê ëè âûé, Î. Ï. Êî âà ëåí êî, À. Ä. ßðåì ÷óê,
Ì. À. Òó êà ëî 

Èçó ÷å íèå âçà è ìî äå éñòâèÿ ïðoëèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çû  

Thermus thermophilus ñ ãî ìî ëî ãè÷ íîé òÐÍÊÑGG
Pro ìå òî äà ìè 

õè ìè ÷åñ êîé ìî äè ôè êà öèè â ðàñ òâî ðå

Ðå çþ ìå

Ìå òî äà ìè õðî ìà òîã ðà ôèè âè äå ëå íû äâå èçî àê öåï òîð íûå
òÐÍÊPro èç T. thermophilus HB8 ÷èñ òî òîé îêî ëî 95 è 97 % ñî -
îò âå òñòâåí íî. Èçó ÷å íû ïåð âè÷ íûå ñòðóê òó ðû òÐÍÊÑGG

Pro è
òÐÍÊGGG

Pro èç T. thermophilus, îò ëè ÷à þ ùè å ñÿ ìåæ äó ñî áîé â 18 
ïî ëî æå íè ÿõ. Ïî êà çà íî, ÷òî â ðàñ òâî ðå ãî ìî ëî ãè÷ íàÿ
ïðoëèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà çà ùè ùà åò îò àë êè ëè ðî âà íèÿ ýòèë -
íèò ðî çî ìî ÷å âè íîé  ôîñ ôà òû òÐÍÊÑGG

Pro, ðàñ ïî ëî æåí íûå â
D-ñòåá ëå (9, 10 ³ 13), íà 5'-êîí öå àí òè êî äî íî âî ãî ñòåá ëÿ (26,
27, 28 è 29), â àí òè êî äî íî âîé ïåò ëå (34, 35, 37è³ 38) è ñ 3'-ñòî -
ðî íû àê öåï òîð íî ãî ñòåá ëÿ (67 è 68). 

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ïðoëèë-òÐÍÊ ñèí òå òà çà, òÐÍÊPro,
Thermus thermophilus, õðî ìà òîã ðà ôèÿ, àë êè ëè ðî âà íèå ýòèë -
íèò ðî çî ìî ÷å âè íîé, àâ òî ðà äè îã ðà ôèÿ. 

ÏÅÐÅË²Ê Ë²ÒÅÐÀÒÓÐÈ

1. Beuning P. J., Musier-Forsyth K. Hydrolytic editing by a
class II aminoacyl-tRNA synthetase // Proc. Nat. Acad. Sci.

USA.–2000.–97.–P. 8916–8920.

2. Ahel I., Stathopoulos C., Amborogelly A., Sauerwald A.,
Toogood H., Hartsch T., Soll D. Cysteine activation is an
inherent in vitro property of prolyl-tRNA synthetases // J.

Biol. Chem.–2002.–277.–P. 34743–34748.

3. Eriani G., Delarue M., Poch O., Gangloff J., Moras D.
Partition of tRNA synthetases into two classes based on

mutually exclusive sets of sequence motifs // Nature.–1990.–
347.–P. 203–206.

4. Cusack S., Berthet-Colominas C., Hartlein M., Nassar N.,
Leberman R. A second class of  synthetase structure revealed
by X-rey analysis of Escherihia coli seryl-tRNA synthetase at 

2.5 A // Nature.–1990.–347.–P. 249–255.

5. Arnez J. G., Harris D. C., Mitschler A., Rees B., Franclyn C.
S., Moras D. Crystal structure of histidyl-tRNA synthetase
from E. coli complex with histidyl-adenylate // EMBO

J.–1995.–14.–P. 4143–4155. 

6. Aberg A., Yaremchuk A., Tukalo M., Rasmussen B., Cusack S.
Crystall structure analysis of the activation of histidine by
Thermus thermophilus histidyl-tRNA synthetase //

Biochemistry.–1997.–36.–P. 3084–3094.

7. Logan D. T., Mazauric M.-H., Kern D., Moras D. Crystal
structure of glycyl-tRNA synthetase from T. thermofilus //

EMBO J.–1995.–14.–P. 4156–4167.

8. Woese C. R., Olsen G. J., Ibba M., Soll D. Aminoacyl-tRNA
synthetases, the genetic code, and the evolutionary process //

Mol. Biol. Rev.–2000.–64. P. 202–236.

391

ÂÈÂ×ÅÍÍß ÂÇÀªÌÎÄ²¯ ÏÐÎË²Ë-òÐÍÊ ÑÈÍÒÅÒÀÇÈ THERMUS THERMOPHILUS Ç òÐÍÊCGG
Pro



9. Yaremchuk A., Cusack S., Tukalo M. Crystal structure of a
eukaryote/archaeon-like prolyl-tRNA synthetase and its

complex with RNA(Pro)(CGG) // EMBO J.–2000.–19.–
P. 4745–4758.

10. Cusack S., Yaremchuk A., Krikliviy I., Tukalo M. tRNAPro

antikodon recognition by Thermus thermophilus

prolyl-tRNA synthåtase // Structure.–1998.–6.–Ð. 101–108.
11. Liu H., Peterson R., Kessler J., Musier-Forsith K. Molecular

recognition of tRNAPro by E. coli proline tRNA synthetase in

vitro // Nucl. Acids Res.–1995.–23.–P. 165–169.
12. Êðèê ëè âèé ². À., Êî âà ëåí êî Î. Ï., Ãóä çå ðà Î. É., ßðåì ÷óê

Ã. Ä.,  Òó êà ëî  Ì. À. Âèä³ëåí íÿ ³ î÷è ùåí íÿ ³çî àê öåï òîð íèõ 
ôîðì òÐÍÊ1

Ser ³ òÐÍÊ2
Ser ³ç Thermus thermopilus //

Á³îïîë³ìåðè ³ êë³òèíà.–2006.–22, ¹ 6.–Ñ.  425–432.
13. Yaremchuk A., Cusack S., Tukalo M. Crystallization and

preliminary X-ray diffraction analysis of Thermus

thermophilus prolyl-tRNA synthetase // Acta  Cryst.–2000.–

D56.–P. 195–196.
14. Ãóä çå ðà Î. È., Êðèê ëè âûé È. À., ßðåì ÷óê À. Ä., Òó êà ëî Ì.

À. Âû äå ëå íèå ãèñ òè äè íî âîé òÐÍÊ èç Thermus
thermophilus è èç ó÷å íèå åå ïåð âè÷ íîé ñòðóê òó ðû è ó÷àñ -
òêîâ âçà è ìî äå éñòâèÿ ó ãî ìî ëî ãè÷ íîé àìè íî à öèë-òÐÍÊ

ñèí òå òàçû // Á³îïîë³ìåðè ³ êë³òèíà.–2006.–22, ¹ 3.–
Ñ. 201–209.

15. Êðèê ëè âèé ². À., Êî âà ëåí êî Î. Ï., Ãóä çå ðà Î. É., ßðåì ÷óê
Ã. Ä., Òó êà ëî Ì. À. Âèä³ëåí íÿ ³ î÷è ùåí íÿ ³íäèâ³äó àëü íî¿
òÐÍÊLys ³ç Thermus thermophilus òà âèç íà ÷åí íÿ ¿¿ ì³íîð íèõ 
îñíîâ // Á³îïîë³ìåðè ³ êë³òèíà.–2008.–24, ¹ 1.–Ñ. 21–27. 

16. Bruce A. G., Uhlenbeck O. S. Reactions at the termini of the
tRNA with T4 RNA ligase // Nucl. Acids Res.–1978.–5.–

P. 3665– 3677. 

17. Silberklang M., Gillum A. M., Raj Bhandary U. L. The use
nuclease P1 in sequence analysis of end group labeled tRNA

// Nucl. Acids Res.–1977.– 4.–P. 4091–4108. 
18. Rether B., Bonnet J., Ebel J. P. Studies on tRNA

nucleotidyltransferase from  baker’s yeast 1. Purification of
the enzyme. Protection against thermal inactivation and

inhibition by several substrates // Eur. J. Biochem.–1974.–
50.–P. 281–288. 

19. Vlasov V. V., Giege R., Ebel J. P. Tertiary structure of tRNA
in solution monitore phosphodiester modification with

ethylnitrosoures // Eur. J. Biochem.–1981.–119.–P. 51–59.
20. Peattie D. A. Direct chemical method for sequencing RNA //

Proc. Nat. Acad. Sci. USA.–1979.–76.–P. 1760–1764.
21. Donis-Keller H., Maxam A. M., Gilbert W. Mapping

adenines, guanosines and  pyrimidines in RNA // Nucl. Acids

Res.–1977.–4.–P. 2527–2538. 
22. Lockard R. E., Alzner-Debveerd B., Heckman J. E., Mac-Gee

J., Tabor M. W., Raj  Bhandary U.L. Sequence analysis of 5'
{32P} labeled mRNA and tRNA using polyacrylamide gel

electrophoresis // Nucl. Acids Res.–1978.–5.–P. 37–56.
23. Vlasov V. V., Korn D.,Giege P. Ebel J.-P. Protection of

phosphodiester bonds in  yeast tRNAVal by its cognate
aminoacyl-tRNA synthetase against alkilation by
ethylnitrosourea // FEBS Lett.–1981.–123.–P. 277–281. 

24. Crepin T., Yaremchuk A., Tukalo M., Cusack S. Structures of
two bacterial  prolyl-tRNA synthetases with and without a

cis-editing domain // Structure.–2006.–14.–P. 1511–1525.

ÓÄÊ 577.217.335
Íàä³éøëà äî ðå äàêö³¿ 15.07.08

392

ªÃÎÐÎÂÀ Ñ. Ï. ÒÀ ²Í.


