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Локализацию тирозил-тРНК синтетазы изучали методом иммуноэлектронной микроскопии на 
ультратонких срезах ткани надпочечника быка и фибробластов крыс линии RATI, которые 
обрабатывали моноклональными антителами ТЗ к тирозил-тРНК синтетазе и комплексами 
белок А—коллоидное золото. Обнаружено присутствие тирозил-тРНК синтетазы как в цитоп
лазме, так и в ядрах клеток млекопитающих. В цитоплазме тирозил-тРНК синтетаза 
локализована главным образом вблизи полирибосом, что согласуется с концепцией компартмен-
тализации компонентов аппарата биосинтеза белка у эукариот. Значительная часть синтетазы 
обнаружена в ядре и локализована преимущественно в области диффузного хроматина, а также 
частично — в области ядрышка. Локализация тирозил-тРНК синтетазы в эукариотических 
клетках сходна с таковой белка р43 кодосомы — предшественника цитокина ЕМ АР Л, являюще
гося высокогомологичным к некаталитическому С-домену тирозил-тРНК синтетазы. Ядерная 
локализация тирозил-тРНК синтетазы предполагает выполнение ею неканонических функций в 
ядре эукариотической клетки. Одной из таких функций может быть участие тирозил-тРНК 
синтетазы в экспорте зрелых молекул тРНК из ядра в цитоплазму. 

Введение. Изучение локализации аминоацил-
тРНК синтетаз в клетках высших эукариот важно 
как для понимания сложной структурной организа
ции и функционирования аппарата биосинтеза бел
ка, так и для выяснения участия синтетаз в других 
клеточных процессах. Как известно, аминоацил-
тРНК синтетазы высших эукариот характеризуют
ся наличием дополнительных N- или С-концевых 
доменов, несущественных для каталитической ак
тивности [1 ]. Предполагается, что дополнительные 
домены необходимы для участия в формировании 
высокомолекулярных комплексов аминоацил-тРНК 
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синтетаз — кодосом [ 1 ] либо для ассоциации с 
полианионными структурами клетки [2], однако 
очевидно, что этими свойствами функции экстра
доменов не исчерпываются. 
Так, например, в последнее время была открыта 
новая неканоническая функция аминоацил-тРНК 
синтетаз — цитокиновая активность некаталитиче
ского С-концевого модуля тирозил-тРНК синтета
зы млекопитающих [3, 4 ]. Вполне вероятно, что и 
другие неканонические функции эукариотических 
аминоацил-тРНК синтетаз (участие в сплайсинге 
РНК [5], ассоциация с мРНК и контроль трансля
ции [6 J, синтез Ар4А [7 ]) могут быть обусловлены 
наличием дополнительных некаталитических доме
нов. 
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Тирозил-тРНК синтетаза из печени быка (КФ 
6.1.1.1, димер 2 х 59 кДа) состоит из двух функци
ональных модулей: N-концевого каталитического 
ядра (39 кДа) и некаталитического цитокин-подо-
бного (20 кДа) домена [8—10]. Ранее нами были 
получены и охарактеризованы моноклональные ан
титела к тирозил-тРНК синтетазе из печени быка, 
секретируемые гибридомной линией ТЗ (мкАт ТЗ) 
[11, 12], антигенная детерминанта которых лока
лизована в каталитическом 39 кДа-модуле фермен
та. Следует отметить, что данная антигенная де
терминанта, с одной стороны, является уникальной 
для тирозил-тРНК синтетазы, а с другой, — уни
версальной для тирозил-тРНК синтетаз высших 
эукариот [12]. Эти свойства эпитопа для мкАт ТЗ 
позволили использовать их в данной работе для 
изучения локализации тирозил-тРНК синтетазы в 
клетках высших эукариот методом иммуноэлект
ронной микроскопии. 

Ранее подобные исследования были проведены 
для нескольких эукариотических аминоацил-тРНК 
синтетаз: триптофанил-тРНК синтетазы [13, 14], 
серил-тРНК синтетазы [15], глутамил- и аргинил-
тРНК синтетаз, а также для полипептидов р37 и 
р43, входящих в состав мультиферментного синте-
тазного комплекса [13, 16]. 

Материалы и методы. Получение антител. 
Тирозил-тРНК синтетазу выделяли из печени бы
ка, как описано ранее [8 ]. В работе использовали 
мкАт ТЗ к тирозил-тРНК синтетазе, полученные 
нами ранее [ 11 ] с помощью метода селекции гиб
ридом, основанном на определении энзиматической 
активности белка-антигена. Антигенная детерми
нанта для мкАт ТЗ локализована вне активного 
центра фермента [11 ]. 

Фиксация клеток и приготовление ультра
тонких срезов. Клетки культуры фибробластов 
крыс (RATI линия) или кусочки ткани надпочеч
ника быка фиксировали в течение 3 ч в 2,5 %-м 
растворе глутарового альдегида в 0,1 М фосфатном 
буфере (ФБ) при комнатной температуре. После 
промывки 0,1 М ФБ проводили процедуры даль
нейшего обезвоживания образцов в ряду спиртов 
возрастающей концентрации. Затем образцы за
ключали в смолу «Lowycril К4 М» («Віо-Science», 
США) и осуществляли полимеризацию при ультра
фиолетовом облучении и температуре -35 °С, как 
описано в [17]. Далее получали срезы образцов 
толщиной 50—70 нм на ультратоме «LKB III» 
(Швеция), которые затем помещали на медные 
сетки, покрытые угольно-формваровой свежеиони-
зированной пленкой-подложкой. 

Приготовление комплексов коллоидного золо
та с белками. Препараты коллоидного золота со 

средним размером частиц 20 нм (Аи 20) получали 
по методу Френса [18]. Для приготовления комп
лексов тирозил-тРНК синтетазы с коллоидным зо
лотом к 5 мл раствора коллоидного золота добавля
ли 15 мкл 0,1 М раствора углекислого калия и 
250 мкл раствора тирозил-тРНК синтетазы с кон
центрацией 0,3 мг/мл. Комплексы коллоидного 
золота с белком A («Serva», ФРГ) готовили по 
известной методике Рота [19]. Для дополнительной 
стабилизации полученных комплексов через 5 мин 
добавляли 1 %-й раствор полиэтиленгликоля ПЭГ-
20000 («Serva») до конечной концентрации 0,02 %. 
Для удаления несвязавшегося белка комплексы 
коллоидного золота с белком А (рА—Аи) центри
фугировали (30 мин, 4 °С, 11000 об/мин). Осадок 
ресуспендировали в 0,5 мл 0,05 М ФБ, рН 7,5, 
содержащего 0,15 М NaC! (ФСБ) с добавлением 
0,02 % ПЭГ-20000 и 0,02 % азида натрия. Пол
ученные комплексы хранили при температуре 4 °С. 

Маркирование ультратонких срезов. Свеже
приготовленные ультратонкие срезы обрабатывали 
в течение 10 мин в растворе 0,2 М глицина в ФСБ 
(рН 7,5), промывали в трех сменах буфера и 
инкубировали (20 мин) при комнатной температу
ре на каплях раствора, содержащего 0,5 % бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) в ФСБ, рН 7,5. 
Затем препараты обрабатывали мкАт ТЗ к тиро-
зил-тРНК синтетазе (5 мкг/мл) в ФСБ (рН 7,5), 
содержащем 0,05 % твин-20 и 0,2 % БСА, в 
течение 1 ч при комнатной температуре, промыва
ли в ФСБ и инкубировали с комплексами рА—Аи, 
разведенными в 15—20 раз в буфере, содержащем 
0,05 % твин-20 и 0,2 % БСА. Описанные условия, 
как отмечено в работе [20 ], препятствуют неспеци
фическому связыванию комплексов рА—Аи на сре
зах. 

Для определения мест связывания тирозил-
тРНК синтетазы ультратонкие срезы после обра
ботки 0,2% БСА в ФСБ (рН 7,5) инкубировали с 
комплексами тирозил-тРНК синтетаза—Аи, приго
товленными, как описано выше, в присутствии 
0,1 % БСА, 0,05 % твин-20 в ФСБ (рН 7,5) в 
течение 1,5 ч. 

Для проверки специфичности маркирования 
были поставлены следующие контрольные экспери
менты: а) срезы инкубировали на каплях раствора 
коллоидного золота, не конъюгированного с макро
молекулами; б) срезы образцов обрабатывали ком
плексами рА—Аи без предварительной инкубации 
с антителами к тирозил-тРНК синтетазе; в) срезы 
предварительно инкубировали с раствором тиро-
зил-тРНК синтетазы (0,18 мг/мл), а затем с ком
плексом тирозил-тРНК синтетаза—Аи. 

Полученные препараты исследовали в элект-

410 



Л О К А Л И З А Ц И Я Т И Р О З И Л тРНК С И Н Т Е Т А З Ы В КЛЕТКАХ Э У К А Р И О Т 

ронном микроскопе «JEM-ІООСХ» (Япония) при 
ускоряющем напряжении 80 кВ. Микрофотографии 
препаратов были получены с конечным увеличени
ем 25000. При подсчете числа частиц золота скоп
ления по 2—4 частицы рассматривали как одну. 

Результаты и обсуждение. Ультратонкая 
структура клеток фибробластов крысы RATI после 
обработки мкАт ТЗ к тирозил-тРНК синтетазе и 
комплексом рА—Аи представлена на рис. 1. Как 
видно, частицы золота, конъюгированные с белком 
А, локализованы как в цитоплазме, так и в ядре 
клеток. Следует отметить неожиданно высокое со
держание тирозил-тРНК синтетазы в ядрах фиб
робластов крыс. 

На рис. 2 показана ультратонкая структура 
среза ткани надпочечника быка и распределение 
частиц золота над различными органеллами после 
аналогичной обработки мкАт ТЗ к тирозил-тРНК 
синтетазе и комплексом рА—Аи. Видно, что общая 
тенденция локализации тирозил-тРНК синтетазы в 
клетках различных организмов сохраняется. 

Метка над цитоплазмой распределена крайне 
неравномерно. Наибольшее количество частиц зо
лота обнаруживается над участками цитоплазмы, 
где присутствует большое количество полирибосом. 
Тирозил-тРНК синтетаза не обнаружена в цистер
нах эндоплазматического ретикулума и в участках 
цитоплазмы, где расположены микрофиламенты. 
Однозначного вывода об отсутствии или наличии 

тирозил-тРНК синтетазы в комплексе Гольджи 
сделать нельзя, так как в выбранных для макси
мальной сохранности антигенных детерминант ус
ловиях фиксации (без осьмирования клеток) на 
ультратонких срезах нечетко выявлены мембран
ные структуры. 

В контрольных экспериментах, когда ультра
тонкие срезы обрабатывали рА—Аи без предвари
тельной инкубации с мкАт ТЗ к тирозил-тРНК 
синтетазе, частицы золота на срезах практически 
отсутствовали (рис. 3). Аналогичным образом при 
инкубации срезов на каплях раствора коллоидного 
золота, не конъюгированного с макромолекулами, 
связывания частиц золота также не обнаружено. 

Важно отметить, что в цитоплазме изученных 
клеток млекопитающих наибольшее скопление ти™ 
розил-тРНК синтетазы коррелирует с большим 
числом рибосом. Эти данные хорошо согласуются с 
общей концепцией компартментализации аппарата 
белкового синтеза у эукариот, развитой в работах 
Спирина и сотр. [21, 22]. В этой связи следует 
подчеркнуть, что нами ранее также было обнару
жено неспецифическое сродство тирозил-тРНК 
синтетазы млекопитающих к высокомолекулярным 
РНК [8, 10, 23 ], которое, по-видимому, необходи
мо для компартментализации синтетазы на поли-
рибосомах. 

В проведенных нами экспериментах удалось 
наблюдать высокое содержание тирозил-тРНК син-

Рис. 1. Локализация тирозил-тРНК син
тетазы в клетках надпочечника быка. 
Срезы ткани надпочечника быка» заклю
ченные в смолу «Lowycril К4 М», обрабо
таны моноклональными антителами ТЗ и 
комплексом белок А—коллоидное золото. 
Здесь и далее обозначения на срезах: 
Ц — цитоплазма; Як — ядрышко; Гх — 
компактный хроматин; Эух — диффуз
ный хроматин 
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Рис. 2. Локализация тирозил-тРНК 
синтетазы в фибробластах крысы. 
Срезы клеток RATI, заключенные в 
смолу «LowycriI К4 М», обработаны 
моноклональными антителами ТЗ к 
тирозил-тРНК синтетазе и комплек
сом белок А—коллоидное золото 

тетазы в ядрах как фибробластов крысы, так и 
клеток ткани надпочечника быка (рис. 1, 2). Ха
рактерно, что в ядре клеток частицы золота рас
пределены крайне неравномерно: в основном, мет
ка сосредоточена над зонами, где находится диф
фузный хроматин. Кроме того, значительное 
содержание тирозил-тРНК синтетазы наблюдается 
в ядрышках, где составляет около 30 % ее содер
жания в диффузном хроматине фибробластов кры
сы. В то же время в участках локализации компак
тного хроматина метка практически отсутствует: ее 
количество составляет только 4 % от содержания в 
диффузном хроматине фибробластов крысы. 

Следует отметить, что общая закономерность 
распределения тирозил-тРНК синтетазы в ядре 
примерно соответствует распределению изучав
шихся ранее других аминоацил-тРНК синтетаз 
113—16 ]. Вероятно, присутствие тирозил-тРНК 
синтетазы в ядрах клеток эукариот связано с до
полнительными функциями, которые она выполня
ет в эукариотических клетках. 

При этом необходимо подчеркнуть, что суще
ственное отличие в распределении тирозил-тРНК 
синтетазы от других ранее изученных аминоацил-
тРНК синтетаз состоит в обнаруженном весьма 
значительном содержании данного фермента в ядре 
эукариотических клеток. В этом отношении рас
пределение тирозил-тРНК синтетазы больше напо
минает таковое белка р43 — несинтетазного компо
нента кодосомы |16]. Как было недавно показано 

Мирандом и сотр. [24 ], белок р43, по-видимому, 
является предшественником цитокина ЕМАР II — 
полипептида, активирующего эндотелиальныс 
клетки и моноциты [25 ], который специфически 
индуцируется при апоптозе [26 ]. ЕМАР И-цитокин 
является высокогомологичным белком к некатали
тическому С-домену тирозил-тРНК синтетазы 
(идентичность аминокислотных последовательно
стей составляет 51 % ) , причем изолированный 
С-домен также проявляет аналогичную цитокино-
вую активность [3, 4 ]. 

Поскольку в ядре эукариотических клеток ти-
розил-тРНК синтетаза обнаруживается, в основ
ном, в области диффузного хроматина, это позво
ляет предположить выполнение ею определенной 
функции в местах активации хроматина. В области 
компактного хроматина, где тирозил-тРНК синте
таза практически не обнаруживается, активные 
процессы ингибированы за счет структурных меха
низмов регуляции. 

Недавно было показано, что функция некото
рых аминоацил-тРНК синтетаз в эукариотическом 
ядре может состоять в проверке правильности син
теза (proofreading) тРНК и их экспорте в цитоп
лазму [27 ]. Мы предполагаем, что роль тирозил-
РНК синтетазы в ядре также может заключаться в 
участии в высокоспецифическом многоэтапном 
процессе контроля созревания тРНК в ядре и 
экспорте зрелых молекул тРНК из ядра в цитоп
лазму. Аналогичная роль может принадлежать и 

412 



Рис- 3. Контрольный эксперимент. Аналогичные срезы, пред
ставленные на рис.1 и 2, обработаны комплексами белок Л— 
коллоидное золото без предварительной инкубации с антитела
ми ТЗ к тирозил-тРНК синтетазе 

белку р43 — несинтетазному компоненту кодосо-
мы, который также обнаружен в аномально высо
ком содержании в ядрах клеток млекопитающих. 

Т. О. Рібкінська, К). Л. Іванова, Н. С. Черні, В. 1. Попенко, 
Г. X. Манука О. I. Корнелюк 

Цитоплазматична та ядерна локалізація тирозил-тРНК 
синтетази в клітинах вищих еукаріот за даними 
імуноелектроішої мікроскопії 

Резюме 

Локалізацію тирозил-тРНК синтетази вивчали методом іліу-
нослектронної мікроскопи на ультратонких зрізах тканини 
наднирників бики та фібробластів турів лінії RATI, які 
обробляли моноклональними антитіпами ТЗ до тирозил-

ЛОКАЛИЗАІІИЯ Т И Р О З И Л тРНК С И Н Т В Т А З Ы В КЛЕТКАХ ) У К А Р И О Т 

тРНК синтетази бика і комплексами білок А—колоїдне золо
то. Присутність тирозил-тРНК синтетази виявлено як у 
цитоплазмі, так і в ядрах клітин ссавців. У цитоплазмі 
тирозил-тРНК синтетаза локалізована головним чином по
близу полірибосом, що узгоджується з концепцією ком парт-
менталізації компонентів апарату біосинтезу бичка. Значну 
частину тирозил-тРНК синтетази виявлено в ядрі еука-
ріотичних клітин, вона переважно локалізована в області 
дифузного хроматину і, в меншій мірі, — в області ядерця. 
Локалізація тирозил-тРНК синтетази в еукаріотичних клі
тинах є подібною до локалізації білка р43 кодосоми — поперед
ника цитокіна ЕМАР II, який є високогомологічним до нека-
талітичного С-домену тирозил-тРНК синтетази. Ядерна ло
калізація тирозил-тРНК синтетази передбачає виконання ти-
розил-тРНК синтетазою неканонічних функцій в ядрі еука-
ріотичної клітини. Однією з таких функцій може бути участь 
в експорті зрілих молекул тРНК з ядра в цитоплазму. 

Т. A. Ribkinska, J и. Е Ivanova, N. Е. Cherny, У. I. Popenko, 
G. Юі Matsuka, A. I. Kornelyuk 

Cytoplasmic and nuclear localization of tyrosyl-tRNA synthetase in 
higher eukaryotic cells studied by immunoelectronic microscopy 

Summary 

The localization of tyrosyl-tRNA synthetase has been studied by 
immunoelectronic microscopy in bovine kidney cells and fibroblasts 
of RATI line which fuive been treated by monoclonal antibodies T3 
raised against bovine tyrosyl-tRNA synthetase an by complexes of 
protein A-colloidal gold. The localization of tyrosyl-tRNA syn
thetase has been revealed both in cytoplasm and in the nucleus of 
mammalian cells. Tyrosyl-tRNA synthetase is located in cytoplasm 
mainly in the vicinity of polyribosomes what supports the compart-
mentalization conception of the components of protein synthesis 
apparatus. A significant portion of synthetase detected in the 
nucleus is located mainly in the region of diffuse chromatin, and 
partly in the nucleolus. In general, localization of tyrosyl-tRNA 
synthetase in mammalian cells is very similar to the localization of 
p43 protein of codosome, a precursor of the ЕМАР II cytokine, 
which is highly /wmologous to the non-catalytic C-terminal domain 
of tyrosyl-tRNA synthetase. Nuclear localization of tyrosyl-tRNA 
synthetase implies that this enzyme is involved in some non-
canonical functions in the nucleus of eukaryotic ceil It is possible 
that this function may be related to the export of mature tRNA from 
nucleus to cytoplasm. 
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