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В бактериальной системе экспрессии в векторе рЕТ15Ь клонирован и экспрессирован цитокинпо-
добный С-концевой некаталшпический домен тирозил-тРНК синтетазы быка (D322-S528). С 
использованием металл-хелатирующей хроматографии па Ni-NTA агарозе выделен рекомбинант-
ный белок в гомогенном состоянии по данным гель-электрофореза. 

Характерной особенностью аминоацил-тРНК син-
тетаз (АРСаз) является их модульная организация 
[1, 2). Кроме каталитического домена, АРСазы, 
как правило, имеют дополнительные домены, при­
дающие им специфичность в узнавании тРНК [1 ]. 
АРСазы высших эукариот отличаются от их прока-
риотических аналогов наличием дополнительных 
N- или С-концевых фрагментов, необходимых для 
полианионсвязывающих свойств или участия в 
формировании кодосом [2, 3 ]. 

Полипептид тирозил-тРНК синтетазы (КФ 
6.1.1.1) из печени быка с молекулярной массой 
59 к Да [4] содержит С-концевой некаталитиче­
ский домен размером около 20 к Да, вносящий 
существенный вклад в сродство синтетазы к высо­
комолекулярным РНК [5 ]. Проведенное клониро­
вание и секвенирование кДНК, кодирующей тиро-
зил-тРНК синтетазу быка [6, 7] , показало, что 
С-домен имеет наиболее высокий уровень гомоло­
гии (63 %) с предполагаемым цитокином, белком 
ЕМАР II [8—10], а также с некаталитическими 
С-доменом метионил-тРНК синтетазы [11 ] и N-до-
меном /2-субъединицы фенилаланил-тРНК синтета­
зы [12]. Недавно обнаружено, что полипептидом 
— предшественником данного цитокина является 
белок р43, компонент кодосомы — высокомолеку­
лярного комплекса АРСаз [13]. 
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Для изучения свойств изолированного цито­
кинподобного домена тирозил-тРНК синтетазы 
млекопитающих в данной работе клонирована со­
ответствующая кДНК, осуществлена бактериаль­
ная экспрессия и выделен рекомбинантный белок. 

В работе использовали клетки Escherichia coli, 
штамм BL21 (DE3), вектор для клонирования pKJS 
и плазмидный вектор для бактериальной экспресии 
рЕТ 15Ь («Novagen», США). Конструкцию, экспрес-
сирующую рекомбинантный белок, собирали на 
основе вектора рЕТ15Ь и плазмид pOL22 и рС322 
(любезно предоставлены О. И. Леванец и 
М. И. Вудмаской). 

Плазмида pOL22 представляет собой клон, по­
лученный в результате скрининга клонотеки пече­
ни быка, содержащий вставку к ДНК тирозил-
тРНК синтетазы по EcoRI сайту в плазмиде 
pBlueScriptl. Участок кДНК кодирует последова­
тельность аминокислот тирозил-тРНК синтетазы 
G168-M511 [6]. Плазмида р322 содержит последо­
вательность кДНК тирозил-тРНК синтетазы, коди­
рующую С-концевую часть белка K412-S528, и 
протяженный участок З'-нетранслируемой области 
[15]. Последовательности рС322 и pOL22 содержат 
область взаимного перекрывания длиной 299 п. н., 
содержащую уникальный сайт Xbal. 

Фрагменты BamHI-Xbal размером 400 п. н. из 
рОЬ22 и Xbal-EcoRI из р322 размером 896 п. н. 
были одновременно лигированы в рК18, рестрици-
рованную по BamHI- и £со/?/-уникальным сайтам 
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полилинкера (рис. 1). Полученная конструкция, 
обозначенная pKCTD, несет вставку кДНК бычьей 
тирозил-тРНК синтетазы размером 1296 п. н., 
содержащую кодирующую последовательность 
(D322-S528) и З'-нетранслируемую область. З'-не-
транслируемая область кДНК бычьей тирозил-
тРНК синтетазы содержит ВатШ-стт. BamHI-
фрагмент из pKCTD размером 767 п. н. клонирован 

по ВапгШ-сжту в полилинкер плазмиды pETJ5b 
(рис. 1). Клоны, содержащие вставку в нужной 
ориентации, отобраны рестрикционным картирова­
нием по EcoR F-сайту, присутствие специфической 
вставки было также подтверждено методом ПЦР. 
Полученная конструкция была обозначена, как 
pEYCD2. 

Плазмидой pEYCDl трансформировали клетки 

Рис 1. Схема сборки плазмиды-pEYCD2. Сборка pKCTD: фрагмент BamHI-Xbal (400 п. н.) из pOL22 (а) и фрагмент XbaJ-EcoRl 
из клона 322 (896 п. н.) (б) одновременно лигированы в рК18 по BamHI- и EcoRI -уникальным сайтам полилинкера. Сборка 
pEYCD2\ фрагмент BamHI из pKCTD (767 п. н.) (в) лигирован по ВашШ-сгйту в полилинкер плазмиды рЕТ15Ь 
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Рис. 2. Гель-электрофорез фракций 
белка после хроматографии на Ni-NTA 
агарозе суммарного дизата клеток Н. 
coli, экспрессирующих YC.D2: I --
фракция белков, не связавшихся с но­
сителем; 2 — промывка колонки при 
рН 8 , 0 , денатурирующие условия, 
3 — то же при рН 6,3; 4 — то же при 
рН 8,0, нативные условия после репа 
турации; 5 — маркерные белки; 6 -
9 — фракции эдюции целевого белка 
имидазолом 

Е. coli, штамм BL21 (DE3). Единичную колонию 
инок у л провал и в 2 мл среды LB, содержащей 
100 мкг/мл ампициллина, и культивировали ночь 
при 37 °С и 120 об/мин на термостатируемой 
установке УВМТ-12-250. 100 мл среды LB, содер­
жащей 100 мкг/мл ампициллина, инокулировали 
2 мл ночной культуры, полученной, как описано 
выше, и культивировали затем на термостатируе­
мой установке при 37 °С и 160 об/мин до достиже­
ния оптической плотности OD 6 0 0 = 0,9—0,95. Затем 
в среду для роста добавляли 100 мкл ампициллина 
в концентрации 100 мкг/мкл и 100 мМ IPTG до 
конечной концентрации 2 мМ и культивировали 
культуру клеток еще в течение 5 ч, бактериальные 
клетки осаждали центрифугированием при 3500 
об/мин на протяжении 15 мин. 

Рекомбинантный белок YCD2 представляет со­
бой полипетид длиной 231 аминокислотный оста­
ток , содержащий 207 С-концевых аминокислот бы­
чьей тирозил-тРНК синтетазы (D322-S528) и N-
коїіцевую последовательность , кодируемую 
вектором и содержащую гексагистидиновую после­
довательность, необходимую для его выделения. 

Рекомбинантный белок очищали при помощи 
аффинной хроматографии на Ni-NTA агарозе («Qi-
agen», США). Замороженный бактериальный оса­
док размораживали и лизировали при комнатной 
температуре в буфере для нанесения (0,1 М 
Na,HP0 4 ; 20 мМ трис-HCl, рН 8,0, 8 М мочевина). 
Лизат осветляли центрифугированием при 10000 g 
(15 мин) и 4 X , наносили на колонку объемом 
1 мл при комнатной температуре. Далее для рена-
турации связанных белков колонку промывали бу­

фером для нанесения с градиентным снижением 
концентрации мочевины от 8 до 0 М в присутствия 
0,1 % /3-меркаптоэтанола. Колонку промывали 
3 мл буфера для нанесения без мочевины. 

Рекомбинантный белок элюировали 3 мл элю-
ирующего буфера (0,5 М NaCI, 20 мМ трис-НО, 
рН 7,8, 0,3 М имидазол). Полученный белок ха­
рактеризовали методом гель-электрофореза по 
Леммли [14 J, концентрацию белка определяли по 
методу Брэдфорда [15]. 

Данные гель-электрофореза (рис. 2) показали, 
что рекомбинантный белок, содержащий С-домен 
тирозил-тРНК синтетазы, является гомогенным. 

Для характеристики нативности третичной 
структуры данного белка были измерены спектры 
триптофановой флюоресценции белка в растворе. 
Обнаружено, что положение максимума спектра 
флюоресценции белка смещено в коротковолновую 
область (327 нм) п сравнению со свободным трип­
тофаном (352—355 нм), что соответствует полно­
стью экранированному положению остатка трипто­
фана W505 в белковой глобуле. 

О. Л. Дубровсысий, Л. О. Савинська, О. I Корнелюк 

Клону вапня і бактеріальна експресія циток in подібного 
некаталітичного домена тирозил-тРНК еинтетази бика 

Резюме 

В бактеріальній системі експресії у векторі рЕТІЗЬ клановаш> 
та експресовано цитокінподібний С-кінцевий не ка тилі тич ний 
домен тирозил-гпРИК еинтетази бика (1)322 S328). З викори­
станням метал-хе лату юної хроматографії на Ni-NTA-игарозі 
виділено рекомбінантний білок у гомогенному стані за даними 
гель-електрофорезу. 
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Л. L. Dubrovsky, Е A. Savinskaya, A. I. Komelyuk 

Cloning and bacterial expression of the cytokine-like noncatalytic 
domain of bovine tyrosyl-tRNA synthetase 

Summary 

Cytokine-like noncatalytical С-terminal domain of mammalian 
tyrosyl-tRNA synthetase (D322-S528) has been cloned and expres­
sed in bacterial expression system using pETl5b vector. Recombi­
nant protein has been isolated by metal-chelating chromatography 
on the Ni-NTA agarose into a liomogenous state according to 
gel-electrophoresis data. 
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