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Вопросу механизма аминоацилирования транспортных РНК (тРНК) в 
процессе биосинтеза белков посвящено значительное количество работ ('). 
Этот вопрос интересен не только сам по себе, так как присоединение ами­
нокислот к специфическим для них тРНК имеет весьма существенное зна­
чение для последующего синтеза белковых молекул в рибосомах (2), но и 
с точки зрения поиска условий и агентов, которые бы позволили осущест­
вить прямой химический синтез аминоацил-тРНК. Возможен и альтерна­
тивный подход: исследование проблемы неферментативного аминоацпли- 
рования тРНК может дать информацию, позволяющую допустить или 
предсказать тот или иной химический механизм ферментативного синтеза 
аминоацил-тРНК, осуществляемого аминоацил-тРНК-синтетазамп 
(КФ.6.1.1).

Химический синтез аминоацил-тРНК давал бы возможность получить 
«гибридные» молекулы, в которых аминокислоты связаны с неспецифпче- 
скими для них тРНК в любых желаемых комбинациях. Интерес к такого 
рода соединениям вполне понятен и отдельные «гибриды», полученные в 
результате модификации ферментативного синтезирования аминоацил- 
тРНК (2), либо ферментативного аминоацилирования тРНК в гетероло­
гичных системах (3), были использованы в ряде работ для решения неко­
торых ключевых вопросов биосинтеза белка (2,4).

Попытки химического синтеза аминоацил-тРНК длительное время не 
приводили к успеху, что объясняется химической полифункциональ­
ностью тРНК. Наиболее перспективным оказался метод, основанный на 
активации аминокислот в форме имидазолидов. В найденных очень мягких 
условиях реакции удавалось избежать аминоацилирования оснований и 
фосфатных остатков (5, 6). Однако полной селективности аминоацилирова­
ния по акцепторному концу тРНК достигнуть не удалось. И хотя в обра­
зующейся смеси продуктов аминоацилирования тРНК посредством раз­
личного рода доказательств можно считать установленным наличие опре­
деленного количества искомых аминоацил-тРНК (7_9), до настоящего вре­
мени не имелось данных, подтверждающих принципиальную возможность 
получить биологически активные аминоацил-тРНК путем прямого хими­
ческого синтеза.

В то же время весьма серьезными были опасения, не нарушается ли 
необратимо в условиях химического эксперимента конформация тРНК. 
Приходилось также считаться и с предположением о том, что конформа­
ция тРНК каким-то образом может изменяться при взаимодействии ее с 
аминоацил-тРНК-синтетазой во время энзиматического аминоацилирова­
ния. При допущении такой возможности попытки химического аминоацп- 
лирования были практически обречены на провал, ибо они приводили бы 
к синтезу соединений, биологически не активных.

Для испытания биологической активности получаемых в результате 
химического синтеза аминоацил-тРНК мы использовали в качестве теста
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов рибонуклеазного гидролиза Ас 
[14C]Met-iPHK. 1 — зона радиоактивности нуклеотидов и олигонуклеоти­
дов (неспецифическое присоединение аминокислоты), 2 — Ас-[14С]Melt- 
аденозин, 3 — синтезированный AcMet-аденозин, 4 - Ас-[14С]-метионии

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов взаимодействия Ас-[14С]-Ме1-тРНК 
с пуромицином в рибосомах (этплацетатный экстракт). 1 — полная 
система с удвоенным количеством исходной Ac-[14C]Met-iPHK, 2 - пол­
ная система, 3 — полная система+хлорамфепикол, 4 — полная система без 

пуромиципа (цифровой материал приведен в табл. 1)

хорошо известную реакцию ацплампиоацил-тРНК с пуромицином, осуще­
ствляемую рибосомами в безматрпчной системе in vitro (10). Суммарную 
тРНК из пекарских дрожжей обрабатывали импдазолидом трифторацетата 
L-метионина (уд. радиоактивность 59 мС/ммоль, Amarcham, Англия), по­
лученным из 0,5 мС исходного препарата по (“). Условия конденсации 
имидазолида трифторацетата метионина (2,5 часа, 20°, водная среда) опи­
саны ранее (8, 1г‘); в реакцию вводили 9,3 мкмол. аминокислоты и 
1 мкмол. тРНК. Выход метиоппл-тРНК составил 114% (за 100% взят рас­
чет — один аминокислотный остаток на одну молекулу тРНК), что соста­
вило 2,7 ■ 10s имп/мин на 1 о. е.26о. Затем смесь продуктов реакции после от-
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Таблица 1

Реакция ацетил-[|4С]-аминоацил-тРНК (Ас-АА-тРНК) с пуромицином в рибосомах

Ас-АА-тРНК
Примеси 
на элект­
рофоре­
грамме 
(старто­

вая зона), 
имп/мин

Зона Ас-АА- 
нуромицина 
на электро­

фореграмме, 
имп/мин

Контроль, имп/мин
Перенос 
на пуро­
мицин в 
опыте, % 

от взятой 
метки

Специфич­
ность ами­
ноацилиро­

вания (по 
сравнению с 
природной 

AcPhe- 
тРНК), %

АА в пре­
парате

Внесено 
в опыт, 

имп/мин

полная 
систе­
ма + 

хлорам­
феникол

полная 
система— 
нуроми- 
цин и —
этанол

L—Met 1,1-W 85400 7920 750 61'2 0,67 6,5—7
Г,2 • № 43000 7650' 1839' 8'62. 0,57 5,7—6

664-Ю3 2'2000 4355 — — 0.60 6-6,5
L-Phe * 46-1O3 — 3310' 470 70' 7.2 100

37 • 103 — 36'80 — — 9,9 100

* Контрольный образец Ас-[14С]РЬе-тРНК, полученный ферментативно.

деления от непрореагировавшей аминокислоты ацетилировали ацетил-N- 
окс if сукцинимидом (13). В этих условиях ацетилируются только амино­
группы аминокислотных остатков. В полученных препаратах определяли 
специфичность аминоацилирования по акцепторному концу тРНК. Для 
этого аликвоту препарата гидролизовали в воде в присутствии избытка 
очищенной панкреатической рибонуклеазы (30 мин., 20°). Продукты ре­
акции подвергали электрофорезу на бумаге Ватман № 1 в 6% уксусной 
кислоте, 800 в, 1,5 часа, плотность тока 22 в/см. Зону, соответствующую 
2/(3')-О-ацетилметионил-аденозину (подвижность по глицину 0,85, что 
предварительно найдено с использованием специально синтезированного 
свидетеля) просчитывали на радиоактивность (рис. 1).

Полученная в результате такого определения специфичность амино­
ацилирования по акцепторному концу тРНК составляла 3—4% (напри­
мер, 3040 имп/мин от суммарной радиоактивности 89720 имп/мин). Эти 
данные значительно ниже ранее сообщенных нами (9_11) и определенных 
другим методом. Различие в специфичности реакции можно объяснить не­
сколькими причинами, но главным образом тем, что ввиду трудности ра­
боты с ограниченными количествами радиоактивных аминокислот условия 
реакции не были оптимальными. Следует также добавить, что прежде мы не 
имели опыта работы с имидазолидом метионина, но для наших экспери­
ментов были вынуждены использовать именно метионин в связи с высо­
кой пептиддонорной активностью ацилметиониновых производных в рибо­
сомах (10).

Пептиддонорная активность синтезированных препаратов (перенос 
остатка ацетилметионина из AcMet-тРНК на пуромицин) проверялась в 
безматричной системе с рибосомами Е. coli MRE-600 известным спосо­
бом (10, 14). Рибосомы очищали по (15). Инкубационная смесь содержала в 
объеме 0,22 мл: 0,06 М трпс-HCl буфер, pH 7,6 (0°), 0,38 М КС1, 0,019 М 
MgCl2, 0,001 М пуромиципа, 10 о.е.26о рибосом и Ас-[14С]-аминоацил-тРНК 
в количестве, указанном в табл. 1.

Реакцию начинали добавлением 0,1 мл этанола и инкубировали 1 час 
при 20°. К реакционной смеси добавляли 0,4 мл 1 М КОН, оставляли на 
2 часа при 37°, продукты реакции экстрагировали 5 мл этилацетата, орга­
нический слой высушивали Na2SO4, концентрировали до объема около 
0,2 мл и подвергали электрофорезу на бумаге Ватман № 1 в 6% АсОН 
(pH 2,5) 1,5 часа, 800 в, плотность тока 22 в/см. Электрофореграмму про­

считывали в толуольном сцинтилляторе на счетчике SL-30 (Интертекник, 
Франция). При изучении ингибирования реакции образования ацетил- 
аминоацилпуромицина хлорамфениколом, концентрация последнего в ин­
кубационной массе составляла 0,001 М.
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Обработку инкубационной смеси 12V КОН дополнительно к обычно при­
нятой очистке проводили для более тщательного отделения продуктов; 
реакции от примесей, возникающих в результате неспецифических реак­
ций, главным образом из-за нуклеазных деградаций. В качестве контроля, 
использовали полученную ферментативно AcPhe-тРНК. Зона, соответст­
вующая ацетиламиноацил-пуромицину, на электрофореграммах опреде- 
лялась с помощью синтетических свидетелей (рис. 2).

Как видно из рис. 2 и табл. 1, на электрофореграммах найдено вещест­
во, соответствующее по подвижности ацетилметионил-пуромицину. В то 
же время в присутствии антибиотика хлорамфеникола, ингибирующего пе­
ренос пептида на пуромицин (10), количество этого вещества резко умень­
шалось. Еще более значительное уменьшение радиоактивного материала 
в зоне ацетилметионил-пуромицина показано в контроле, когда в инкуба­
ционной смеси отсутствовали пуромицин и этанол. Все это говорит, что в 
опытах тестировалось катализируемое рибосомами образование ацетилме­
тионил-пуромицина. Таким образом, испытанный препарат AcMet-тРНК 
обладал пептиддопорной активностью в бесклеточной системе с рибосома­
ми в условиях реакции без матрицы. По этому тесту специфичность ре ­
акции аминоацилпрования по акцепторному концу тРНК составляла 
5-7%.

Результаты данной работы доказывают принципиальную осуществи­
мость прямого химического аминоацилпрования тРНК и получения та­
ким образом желаемых «гибридов» аминокислот с тРНК независимо от их; 
аминокислотной специфичности. Конечно, предлагаемый нами путь требу­
ет еще значительного усовершенствования не только на стадии проведе­
ния химической реакции, но п (что весьма существенно) на этапе разде­
ления получаемой смеси продуктов и выделения аминоацил-тРНК с со­
хранением биологической активности последней. Кроме того, возможность 
использования имидазолидов аминокислот для аминоацилирования тРНК 
является еще одним аргументом в пользу гипотезы о химическом меха­
низме ферментативного синтеза аминоацил-тРНК (16), при постулирова­
нии которой авторы исходили, в частности, из данных многочисленных 
экспериментов с имидазолидами аминокислот.
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