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АНОТАЦІЯ 

Гармаш Д.В. Дослідження кінетики взаємодії людської лейцил-тРНК 

синтетази з лігандами методом спектрофлуориметрії, 45 с. – Випускна 

кваліфікаційна робота бакалавра за спеціальністю 091 Біологія ОП «Біологія 

(високі технології)» спеціалізацією «Молекулярні біотехнології». 

У роботі було проведено рекомбінатна експресія та очищення людської 

лейцил-тРНК синтетази, після чого моніторингом гасіння внутрішньої 

флуоресценції протеїну було оцінена його взаємодія зі спорідненою 

амінокислотою та її непротеїногенними аналогами норваліном та 

гомоцистеїном. Також був оцінений вплив попередньої інкубації протеїну з 

АТФ та некаталітичним AТФαS на цю взаємодію. Норвалін та гомоцистеїн 

здатні взаємодіяти з ЛейРСазою in vitro. До того ж, спорідненість усіх трьох 

досліджуваних амінокислот збільшується у подібній мірі  в присутності АТФ 

та AТФαS. 

Отримані результати можуть бути використані для аналізу доцільності 

та стратегії подальших молекулярних та структурних досліджень 

різноманітних механізмів ЛейРСаза-опосередкованого сигналінгу.   

Ключові слова: лейцил-тРНК синтетаза (ЛейРСаза), mTORC1, 

норвалін, гомоцистеїн, внутрішня флуоресценція білка. 
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ВСТУП 

Об’єктом дослідження є ензим лейцил-тРНК синтетаза (ЛейРСаза), що 

належить до Ⅰ класу АРСаз – ензимів, канонічна функція яких полягає в 

активації та перенесенні на молекулу тРНК споріднених амінокислот для 

їхнього подальшого включення в поліпептидний ланцюг [1]. Окрім 

каталітичного сайту, в структурі ЛейРС присутній і редагувальний сайт, що 

попереджає інкорпорацію в новосинтезовані поліпептиди структурних 

аналогів лейцину, таких як протеїногенний ізолейцин та непротеїногенні 

норвалін і гомоцистеїн [2]. Тим не менш, накопичення в клітинах значних 

концентрацій норваліну та гомоцистеїну ендо- або екзогенного походження 

призводить до ряду патологічних станів [3]. 

Важливою неканонічною функцією ЛейРСази є сенсорування 

внутрішньоклітинної концентрації лейцину та сприяння активації 

mTORC1 [4]. Глобальний вплив  mTORC1 на основні процеси анаболізму 

зумовлює актуальність у вивченні механізму сигналінгу, в тому числі для 

розробки таргетованих лікарських препаратів. Наприклад, наразі відомо, що з 

гіперактивацією mTORC1 асоційований канцерогенез та ряд інших 

патологічних станів  [5]. Вважається, що роль ЛейРСази в сигнальному каскаді 

полягає у безпосередній взаємодії синтетази з ГТФазою RagD, що через ряд 

інших факторів сприяє її активації та активації mTORC1. Для взаємодії з RagD 

ЛейРСаза має перебувати в "𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 − 𝑜𝑜𝑜𝑜"++ комплексі, тобто бути зв’язаною 

з лейцином та АТФ, але не з комплексом лейцил-АМФ [6]. Наразі 

залишаються невідомими структурні аспекти досягнення диференціації та 

балансу між канонічною функцією активації лейцину та сигнальною функцією 

ЛейРСази. Використання нездатних до пірофосфатного розщеплення штучних 

аналогів АТФ (наприклад, AТФαS), потенційно може дати змогу 

«зафіксувати» 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 − 𝑜𝑜𝑜𝑜++ комплекс, що є корисним для проведення ряду 

структурних досліджень. При цьому дослідження матимуть сенс, якщо AТФαS 
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повністю мімікрує зв’язування АТФ в потрійному комплексі та не ініціює 

альтернативні зміни конформації синтетази. 

Іншим вартим уваги дослідженням було виявлено, що не тільки лейцин, 

але і гомоцистеїн здатний до активації mTORC1. Ймовірно, ця активація є 

ЛейРС-залежною та зумовлює специфічні патологічні наслідки накопичення 

гомоцистеїну [7]. Проте, структурні аспекти феномену залишаються 

невідомими.  

 Отже, мета роботи полягала в: 

• аналізі можливості ЛейРСаз-опосередкованої активації mTORC1

аналогами лейцину:

• оцінці доцільності використання некаталітичного ATФαS в структурних

дослідженнях з ЛейРСазою.

Задачами роботи було: 

• За допомогою спектрофлуориметричного методу гасіння внутрішньої

флуоресценції білка дослідити in vitro взаємодію людської ЛейРСази зі

специфічною амінокислотою та її аналогами;

• Дослідити вплив попередньої інкубації протеїну з AТФ та ATФαS на

кінетику взаємодії ЛейРСаза-амінокислота.

Результати дослідження можуть стати підґрунтям для планування 

подальших досліджень сигнальної функції ЛейРСази. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1 Лейцил-тРНК синтетаза 

1.1.1 Загальна характеристика та канонічна функція аміноацил-тРНК 

синтетаз 

Аміноацил-тРНК синтетази (АРСази) є універсальними ензимами 

організмів прокаріот та еукаріот, що забезпечують здійснення першого етапу 

біосинтезу протеїнів [8]. Роль АРСаз полягає в естерифікації молекули тРНК 

відповідною спорідненою амінокислотою [9]. Біохімічно цей процес 

проходить у дві стадії. Спочатку АРСаза забезпечує реакцію активації 

амінокислоти, що опосередковується пірофосфатним гідролізом АТФ. В 

результаті активації утворюється комплекс аміноацил-AMФ. Активована 

амінокислота далі ковалентно приєднується до вільної 2'-OH або 3'-OH групи 

аденозину акцепторного стебла відповідної тРНК з антикодоном 

комплементарним до кодону мРНК [10,11]. Утворений комплекс аміноацил-

тРНК переноситься на А-сайт рибосоми фактором елонгації Tu (EF-Tu) [12]. 

Сімейство АРСаз клітинах організму людини включає 20 ензимів 

специфічних до 20 канонічних протеїногенних амінокислот. Існує пул 

мітохондріальних та цитозольних АРСаз, що загалом кодується 37 генами 

ядерного геному [13]. Дев’ять АРСаз та три скеффолдні білки (AIMP1, AIMP2 

та AIMP3) утворюють так званий мульти-тРНК синтетазний комплекс (MSC). 

Формування комплексу збільшує ефективність та швидкість аміноацилювання 

тРНК, а отже і біосинтезу протеїнів [14]. 

Залежно від структури активного сайту АРСази розділяють на два 

основні еволюційно різні класи (рис. 1.1). АРСази Ⅰ класу є мономерними 

протеїнами. Їхній каталітичний сайт має класичну динуклеотидну укладку 

Россмана з консенсусними послідовностями HIGH та KMSKS, пептидний 

остов яких формує водневі зв’язки з лігандами та стабілізує комплекс 

аміноацил-AMФ [15]. АРСази Ⅱ  класу є ди- або мультимерними. Структура 

каталітичного сайту цих АРСаз представлена трьома β-шпильками 

фланкованими α-спіралями. Високо консервативні мотиви 1, 2 та 3 
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забезпечують функціональність ензимів. Мотив 1 знаходиться на інтерфейсі 

між мономерами та забезпечує формування мультимеру, тоді як мотиви 2 та 3 

безпосередньо зв’язують ATФ та споріднені амінокислоти, забезпечуючи 

формування проміжного комплексу [16,17].  

Окрім каталізу реакції аміноацилювання тРНК, АРСази контролюють 

точність біосинтезу поліпептидного ланцюга. Структура каталітичного сайту 

АРСаз забезпечує преференційну активацію спорідненої амінокислоти. Так, 

селективність АРСаз до протеїногенних та непротеїногенних аналогів є в 

середньому на 2-3 порядки вища, аніж для більшості інших родин ензимів, що 

використовують амінокислоти [18]. Проте подібна селективність не повністю 

виключає утворення міс-ацильованих тРНК. Редагування таких комплексів 

може здійснюватися за пре-трансферним або пост-трансферним 

механізмом [19].  

Відоме для СерРСази, ПроРСази та ЛізРСази пре-трансферне 

редагування полягає в гідролізі комплексу неспоріднена амінокислота-AMФ 

безпосередньо в каталітичному сайті ензиму до переносу амінокислоти на 

тРНК [20]. Натомість, пост-трансферне редагування здійснюється завдяки 

активності окремого редагувального домену молекули АРСаз з або без 

попередньої дисоціації міс-ацильованої тРНК. Так в ЛейРСазі, ІлеРСазі та 

ВалРСазі, що належать до першого класу АРСаз, редагувальний сайт 

представлений CP1 (connective peptide 1) доменом [21]. Механізм пост-

трансферного редагування був досліджений рентгеноструктурним аналізом на 

прикладі комплексу бактеріальної ЛейРС з міс-ацильованою тРНК. ЛейРС 

зазнає ряд конформаційних змін, але зберігає взаємодію з молекулою тРНК. 

При цьому 3'-кінець тРНК безпосередньо переноситься в редагувальний 

домен, де естерний зв’язок тРНК з амінокислотою підлягає гідролізу [22]. 

Натомість, деацилювання АРСазами Ⅱ класу здійснюється після повторного 

зв’язування попередньо дисоційованої аміноацил-тРНК [23].  
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Рисунок 1.1 – Структура активного центру зумовлює розділення АРСаз на Ⅰ 

(на прикладі ТирРСази, зліва) та Ⅱ (на прикладі ЛізРСази, справа) класи. 

Класи поділяються на підкласи залежно від фізико-хімічних властивостей 

відповідних споріднених амінокислот [24]. 

1.1.2 Неканонічні функції аміноацил-тРНК синтетаз  

Окрім участі в біосинтезі поліпептидного ланцюга, АРСази мають 

значний інтерактом, що дозволяє їм приймати участь в регуляції ряду інших 

фізіологічних та патологічних процесів, як-от: клітинного росту, проліферації 

та апоптозу, канцерогенезу тощо. Тканинно-специфічно відбувається АРСаз-

опосередкована регуляція імунної відповіді та ангіогенезу [25,26]. При цьому 

баланс між канонічною та неканонічною активністю АРСаз може досягатися 

завдяки їхніх пост-трансляційних модифікацій.  

Цікавим прикладом є ЛізРСаз-опосередкована імунна відповідь при 

активації тучних клітин, що зумовлена біосинтезом алармону Ap4A 

(діаденозин тетрафосфату) [27,29]. Це відбувається, коли замість перенесення 

активованої амінокислоти на тРНК, комплекс амінокислота-AMФ 

вивільняється та взаємодіє з другою молекулою ATФ. Утворений алармон 

забезпечує апрегулюцію експресії MITF(microophtalmia transcription factor)-

залежних генів за рахунок порушення взаємодії MITF з його специфічним 

інгібітором HINT [28]. Активація MAPK-каскаду в тучних клітинах 
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призводить до форсфорилювання ЛізРСази по залишку Ser207, внаслідок чого 

відбувається дисоціація синтетази з MSC та її транслокація в ядро. Так 

молекули Ap4A синтезуються в безпосередній близькості від MITF-HINT 

комплексу та ефективно сприяють його дисоціації [29]. 

Дослідження АРСаз-опосередкованої регуляції ангіогенезу показали, 

що мутації мітохондріальної ТриРСази (WARS2) асоційовані зі зниженням 

життєздатності клітин ендотелію та споживання ними кисню [30]. Також 

відомі молекулярні засади негативної регуляції ангіогенезу СерРСазою за 

рахунок зниження транскрипції гену ендотеліального фактору росту судин 

(VEGF). Каталітичний сайт ензиму здатний взаємодіяти з транскрипційним 

фактором YY1, в результаті чого утворений комплекс конкурентно інгібує 

зв’язування активатора NF-κB з цис-регуляторною послідовністю промотора 

vegfa [31]. 

Канонічна роль АРСаз також уможливлює сенсорування 

внутрішньоклітинної концентрації їхніх споріднених амінокислот для 

підтримання гомеостазу, що відомо для ГлнРСази, МетРСази та 

ЛейРСази [32]. Регуляція сигнального каскаду залежно від концентрації 

глутаміну здійснюється за рахунок ГлнРСаз-опосередкованого інгібування 

кіназної активності Ask1 [33]. Функція Ask1 полягає в активації 

(MKK4)/MKK7-JNK та MKK3/MKK6-p38 метаболічних шляхів, які в свою 

чергу регулюють ряд клітинних відповідей на стресові умови, в тому числі 

апоптоз та клітинну диференціацію [34]. Сенсорування метіоніну та лейцину 

здійснюється регулюванням активності mTORC1 метаболічного шляху [35]. 

1.1.3 Метаболічний шлях mTORC1 

mTOR (mechanistic target of rapamycin complex або мішень комплексу 

рапаміцину 1 ссавців) належить до сімейства PIKK (phosphatidylinositol 3-

kinase related kinases). mTOR функціонує в двох різних мультипротеїнних 

комплексах – mTORC1 та mTORC2 [36].  
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Головними компонентами mTORC1 є mTOR, його асоційований 

регуляторний білок Raptor та mLst8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8). 

Інтеграцію сигналінгу також забезпечують додаткові компоненти комплексу 

DEPTOR (DEP domain containing mTOR interacting protein) та PRAS40 (proline 

rich Akt substrate, 40 kDa) [37]. mTORC1-опосередкований метаболічний шлях 

інтегрує поза- (цитокіни, фактори росту, гормони) та внутрішньоклітинні 

(рівень глюкози, ATФ, кисню та амінокислот) сигнали та регулює ряд процесів 

анаболізму як біосинтез протеїнів і ліпідів [38,39]. mTORC1 стимулює 

біосинтез білка на транскрипційному (за рахунок активаційного 

фосфорилювання регулятора фактора ініціації 4E-BP1) та трансляційному (за 

рахунок активаційного фосфорилювання рибосомальних білків, зокрема 

S6K1) рівнях [40,41].   

Активація mTORC1 опосередковується малою ГТФазою Rheb (Ras 

homolog enriched in brain), С-термінальна частина якої забезпечує її 

тетерування на лізосомальній мембрані. В ГТФ-зв’язаній формі Rheb здатна 

взаємодіяти з mTORC1, що алостерично призводить до зміни положення 

автоінгібувального домену (FAT-clamp) mTOR, а отже індукує його 

каталітичну функцію [42]. Наразі відомі кілька молекулярних механізмів 

активації mTORC1 залежно від природи сигнальних молекул. Активація 

факторами росту зумовлена Akt-опосередкованим інгібувальним 

фосфорилюванням TSC2 (туберіну) – GAP (GTPase-activating protein) Rheb, що 

каталізує його перехід в неактивну ГДФ-зв’язану форму [43]. Мас-

спектрометичними дослідженнями було встановлено, що протеїногенні 

амінокислоти лейцин, глутамін та аргінін здатні індукувати активацію 

mTORC1 з різною кінетикою відповіді [44]. 

1.1.4 ЛейРС-опосередкована активація mTORC1 

Активація mTORC1 амінокислотами опосередковується 

гетеродимерами Rag (Ras related GTP binding) ГТФаз: RagA/RagB  з 

RagC/RagD. Активований димер Rag (при ГТФ-зв’язаних RagA/RagB та ГДФ-
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зв’язаних RagC/RagD) взаємодіє з мультипротеїнним комплексом Ragulator, 

який асоційований з лізосомальною мембраною завдяки ацильованому 

залишку жирної кислоти компонента p18. Одночасно активований Rag 

рекретує mTORC1. Знаходячись в просторовій близькості до лізосомальної 

мембрани, mTORC1 взаємодіє з Rheb та активується [45].  

Лейцин-залежна активація mTORC1 опосередковується ЛейРСазою, що 

взаємодіє з RagD та  опосередковує RagDGTP-RagDGDP перехід, що 

каталізується фоллікуліном (FLCN) [6,46]. Рентгеноструктурним аналізом 

результату кокристалізації ЛейРС з лейцином було показано, що зв’язування 

амінокислоти призводить до алостеричної зміни положення α-спіралі swing 

helix, що з’єднує C-термінальний домен з N-термінальним та центральним 

доменами ензима. Внаслідок цього стерична доступність RBD домену для 

взаємодії з RagD збільшується, ЛейРС знаходиться в так званій «sensing on+» 

конформації (рис. 1.2). Амінокислотний залишок R517 виконує функцію 

молекулярного важеля для зміни конформації, а тому є ключовим для ЛейРС-

опосередкованої активації mTORC1. Натомість, структура комплексу ЛейРС з 

лейцил-AMS, що мімікрує лейцил-AMФ відповідає сигнально неактивній 

(«sensing off») конформації синтетази [6]. Отже, теоретично кінетика зміни 

між «sensing on» та «sensing off» конформаціями ЛейРСази має відповідати 

швидкості реакції активації амінокислоти. Молекулярні та структурні аспекти 

феномену є актуальними проблемами дослідження ЛейРС-залежній активації 

mTORC1.  

Інтегрований молекулярний механізм регуляції активності Rag є 

складним та включає ряд GAP, GEF, сенсорних та скефолдних протеїнів 

(графічно зображено на рис. 1.3). Мультипротеїнний субкомплекс GATOR1 

має специфічну GAP активність до RagA і RagB, отже сприяє їхньому 

переходу в інактивовану ГДФ-зв’язану форму та інгібує mTORC1 [47]. 

Субкомплекс GATOR2 інгібує активність GATOR1 і в свою чергу регулюється 

лейцин-зв’язувальним протеїном Sestrin [48,49]. v-ATPase (протон-AТФаза 

вакуолярного типу) є сенсором концентрації лейцину в люмені лізосоми та 
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стабілізує Ragulator [50]. Порушення регуляції активності mTORC1 має 

патологічні наслідки. Зокрема, відомо, що гіперактивація  комплексу 

призводить до канцерогенезу, а підвищення активності асоційоване з 

ожирінням та цукровим діабетом [51].  

Рисунок 1.2 – Моделі, отримані рентгеноструктурним аналізом комплексів 

ЛейРСази з лейцил-AMS (зліва) та лейцином (справа) демонструють лейцин-

індукований поворот swing helix, що змінює просторову орієнтацію RBD та 

забезпечує «sensing on+» конформацію [6]. 

Рисунок 1.3 – Схема ЛейРС-залежної активації mTORC1 (докладно описана в 

основному тексті) [52]. 
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1.2 Хімічні аналоги лейцину  

1.2.1 Дискримінація субстратів ЛейРСазою 

Молекули, хімічна та стерична структура яких є близькою до структури 

спорідненого субстрату ензиму, часто можуть взаємодіяти з його активним 

сайтом та зазнавати відповідного каталітичного перетворення [53]. Важливою 

характеристикою ензимів є фактор дискримінації, що математично виражає 

їхню специфічність до споріднених субстратів в порівнянні з неспорідненими, 

враховуючи показники афінності та кінетики каталізу [54]. Така дискримінація 

субстратів є ключовою властивістю для АРСаз, адже вона попереджає міс-

інкорпорацію в поліпептидний ланцюг аналогів спорідненої амінокислоти та 

відповідно порушення його фолдингу [55]. In vitro дослідження кінетики 

взаємодії ЛейРС з ізолейцином, норваліном та гомоцистеїном показали, що 

незважаючи на редагувальну активність синтетази, фактор дискримінації цих 

амінокислот є нижчим, аніж встановлене порогове значення 

цитотоксичності [56].  

Серед аналогів лейцину найнижчий показник фактора дискримінації 

характерний для протеїногенного ізолейцину [56].  

1.2.2 Норвалін 

Норвалін є непротеїногенною неполярною амінокислотою, що 

утворюється в клітинах як побічний продукт метаболічного шляху біосинтезу 

амінокислот з розгалуженим бічним ланцюгом (BCAA). Це в першу чергу 

пояснюється тим, що ензим α-ізопропілмалат синтаза має відносно низьку 

субстратну специфічність, тому каталізує трансамінування ряду α-кетокислот, 

в тому числі і похідну сполуку пірувата α-кетобутарат [57].  

Дослідження показали, що зниження рівня кисню в середовищі з 

високою концентрацією глюкози призводять до накопичення норваліну в 

клітинах E.coli внаслідок накопичення продукту гліколіза пірувату [58]. До 

того ж, окремі харчові продукти та протеїнні добавки містять значну кількість 

норваліну [59]. 
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1.2.3 Гомоцистеїн 

Гомоцистеїн є сульфур-вмісною неполярною непротеїногенною 

амінокислотою, що утворюється внаслідок деметилювання метіоніну в циклі 

транссульфурування [60]. В нормі елімінація гомоцистеїну в організмі людини 

відбувається ензимами метилентетрагідрофолат редуктазою (MTHFR) та 

метіонін синтазою (MS), що каталізують його зворотнє метилювання [61]. 

Аутосомально-рецесивні мутації цих ензимів призводять до гомоцистеїнемії. 

З накопиченням гомоцистеїну асоційований ряд патологічних процесів, в тому 

числі і нейродегенеративних станів, зокрема хвороби Альцгеймера [62].  

В дослідженні Khayati et al. було показано, що в культурі клітин лінії 

людських iPSC-похідних нейронів, за відсутності в середовищі лейцину 

гомоцистеїн здатний активувати mTORC1, імовірно, за ЛейРС-

опосередкованим механізмом [63]. Гіперактивація mTORC1 добре пояснює 

патологічні прояви гомоцистеїнемії, зокрема активацію аутофагії [64]. 

Встановлення структурних аспектів гомоцистеїн-залежної активації mTORC1 

може дати нові ідеї у пошуку мішеней для розробки лікарських засобів проти 

станів гомоцистеїнемії. До того ж, виникає питання того чи здатні інші аналоги 

лейцину, включаючи норвалін, до подібної фізіологічної функції. Порушення 

цих питань призвели до проведення експериментальних досліджень, 

результатом яких стала дана робота. 

1.3 Протеїн-ліганд взаємодії 

1.3.1 Методи дослідження протеїн-ліганд взаємодій 

Взаємодія протеїнів з лігандами може призводити до алостеричної зміни 

їхньої конформації, що в свою чергу є важливим для забезпечення ряду 

фізіологічних функцій клітини, зокрема експресії генів, регуляції 

метаболічних та сигнальних шляхів тощо [65]. Розвиток алгоритмів 

молекулярної динаміки та докінгу значно покращив якість in silico 

передбачень протеїн-ліганд взаємодій. Проте такі методи є дуже затратними з 



16 

точки зору часу та комп’ютерної потужності, а також потребують 

експериментального підтвердження [66]. 

Кінетичні аспекти протеїн-лігандної взаємодії можливо отримати 

експериментально за допомогою ряду методів, зокрема ізотермальної 

калориметрії та аналізу гасіння внутрішньої флуоресценції білка при 

титруванні. Обидва методи дозволяють розрахувати спорідненість (афінність) 

ліганду до протеїну, що виражається показником константи дисоціації 𝐾𝐾𝑑𝑑 (1,2) 

[67]. 

      𝐿𝐿 ∙ 𝑃𝑃 ↔  𝐿𝐿 + 𝑃𝑃       (1) 

𝐾𝐾𝑑𝑑 =  [𝐿𝐿]∗[𝑃𝑃]
[𝐿𝐿∙𝑃𝑃]

 (2) 

Метод ізотермальної титрувальної калориметрії заснований на точній 

фіксації зміни температури зразка протеїну внаслідок титрування однакових 

об’ємів ліганду. Це зумовлено формуванням сукупності слабких 

взаємодій між лігандом та протеїном. Окрім отримання значень констант 

дисоціації, метод дозволяє з високою точністю розрахувати ентропійну (ΔG) 

та ентальпійну (ΔH) складову термодинаміки взаємодії, а також оцінювати її 

стехіометрію, кооперативність тощо [68].  

Калориметричні та спектрофлуориметричні методи детекції протеїн-ліганд 

взаємодій не дозволяють отримати інформацію про їхню сайт-специфічність. 

Для цього доцільно користуватися рядом методів структурної біології, 

наприклад як ЯМР, Гідроген-Дейтерій обмінна мас-спектрометрія (HDX-MS), 

рентгеноструктурний аналіз та інші. Принцип H(D)X-MS полягає в 

спостереженні динаміки обміну амідних гідрогенів в поліпептидному скелеті, 

що корелює з впорядкованістю протеїну, участі відповідних ділянок в 

формуванні вторинної та третинної структури, а також доступу молекул 

розчинника до них. Так як зв’язування ліганду з високою вірогідністю 
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призводить до зміни цих параметрів на інтерфейсі взаємодії, з достатньо 

високою точністю можливо визначити сайт-специфічність [69].  

ЯМР спектроскопія пропонує ряд режимів вимірювання та аналізу 

отриманого сигналу для детермінації структурних та кінетичних аспектів 

протеїн-ліганд взаємодії. Хімічний зсув є надзвичайно чутливим до їхнього 

хімічного оточення ядер та його зміни [70]. Спектроскопія ядерного ефекту 

Оверхаузера та J-сoupling використовується для моделювання близько- та 

далеко-векторних алостеричних змін структури [71]. 

В рентгенструктурному аналізі отримати комплекс протеїн-ліганд можливо 

при кокристалізації речовин або ефективним просочуванням вже 

кристалізованого протеїну розчином ліганду, за умови, що при цьому його 

структура не порушується [72]. 

1.3.2 Метод моніторингу гасіння внутрішньої флуоресценції протеїну для 

дослідження протеїн-ліганд взаємодії 

Явище флуоресценції широко використовується в біофізичних 

дослідженнях, зокрема для вивчення структури протеїнів та їхньої взаємодії з 

молекулярними партнерами [73,74]. Флуоресценція виникає при поглинанні 

енергії кванту світла молекулами флуорофорами, внаслідок чого відбувається 

перехід електронів на збуджений енергетичний рівень. Згідно з діаграмою 

Яблонські, частина надлишкової енергії розсіюється внаслідок вібраційної 

релаксації в синглетному стані, а також процесів внутрішньої конверсії [75]. 

За правилом Каша, тільки з енергетично найнижчого синглетного збудженого 

стану відбувається флуоресцентна емісія. Отже, через втрату частини енергії 

довжина хвилі випромінюваного світла завжди є більшою, аніж поглинутого. 

Важливою характеристичною ознакою флуорофора є показник зсуву між 

спектрами його поглинання та емісії – зсуву Стокса [76]. 

Наразі відомо ряд флуоресцентних міток різної природи, які можуть 

бути приєднані до протеїну пост-трансляційною ковалентною зшивкою (Alexa 

Fluor Dye, Cyanine Dyes тощо) або транскрипційним злиттям при його 
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рекомбінантній експресії (GFP, mCherry та інші) [77,78]. Незважаючи на 

ефективність використання флуоресцентних міток, головним недоліком 

методу є ризик індукованого ними порушення нативної структури 

макромолекули [79]. 

Ароматичні амінокислоти протеїнів забезпечують їхню природню або 

внутрішню флуоресценцію внаслідок здатності бокових ланцюгів до фотон-

вимушеного π-π* переходу та подальшої релаксації з емісією фотонів 

світла [80]. При цьому найбільший вклад в квантовий вихід флуоресценції 

протеїну забезпечує індольне кільце триптофану з характеристичним 

поглинанням довжини хвилі ~280 нм та емісією в ~350 нм [81]. Квантовий 

вихід, зумовлений залишками фенілаланіну та тирозину в протеїні, зазвичай 

гаситься через явище FRET (Fluorescence resonace energy transfer) на 

триптофан або поліпептидний ланцюг [82]. 

Інтенсивність емісії, а також максимальна довжина хвилі 

випромінювання триптофанової флуоресценції залежить від хімічного 

оточення амінокислоти, а саме його полярності, участі в формуванні вторинної 

та третинної структури, доступності для розчинника тощо [83]. Зміна довжини 

хвилі, якій відповідає максимум емісії, спостерігається при значних змінах 

його структури, зокрема денатурації (в цьому випадку відбувається зсув піку 

в напрямку червоного діапазону). Взаємодія ліганду з протеїном в близькості 

до триптофанових залишків сприяє їхній безвипромінювальній релаксації 

(переносу енергії збудження на молекулу ліганду). Отже, при титруванні 

протеїну лігандом поступово знижується інтенсивність його внутрішньої 

флуоресценції, а отже, є явищем динамічного гасіння флуоресценції. Кінетика 

цього процесу описується за рівнянням Штерна-Вольмера (3) [84,85]:  

     𝐼𝐼0
𝐼𝐼

= 1 + 𝐾𝐾𝑆𝑆𝑆𝑆 ∗ [𝑄𝑄]                                                  (3)

де 𝐼𝐼0 – інтенсивність внутрішньої флуоресценції до початку титрування, 𝐼𝐼 – 

інтенсивність внутрішньої флуоресценії після додавання певної концентрації 
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ліганду, [𝑄𝑄] – відповідна коцентрація гасника (ліганду), 𝐾𝐾𝑆𝑆𝑆𝑆 – константа 

Штерна-Вольмера.  

Статичне гасіння флуоресценції відрізняється від динамічного тим, що 

виникає при формуванні нефлуоресцентного комплексу ліганд-білок. Проте 

загалом опис кінетики процесу та формула обчислення константи Штерна-

Вольмера аналогічні до таких при динамічному гасінні [86]. 

Константа Штерна-Вольмера математично пов’язана з константою 

дисоціації. Проте, при розрахунках результатів аналізу гасіння флуоресценції 

потрібно враховувати ряд факторів, що впливають на інтенсивність емісії, а 

саме коректувати сигнал флуоресценції на величину абсорбції та розсіяння 

при довжині хвилі емісії [87]. Також при титруванні зразок протеїну 

розводиться, через що виникає корекційний фактор розведення. Для точного 

отримання значення константи Штерна-Вольмера графік залежності 𝐼𝐼0
𝐼𝐼
 від 

концентрації графіку лінеаризують. Неможливість лінійної апроксимації 

навіть при невеликих значеннях 𝐼𝐼0
𝐼𝐼
 може свідчити про негативну або позитивну 

кооперативність зв’язування ліганду, а саме приєднання однієї молекули 

ліганду відповідно знижує або збільшує афінність приєднання другої 

молекули. У цьому випадку проводиться поліноміальна апроксимація та 

розраховуються значення констант Штерна-Вольмера різних порядків [88]. 
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РОЗДІЛ 2. МЕТОДИ ТА МАТЕРІАЛИ 

2.1 Реактиви та розчини 

У роботі було використано наступні реактиви та розчини: 

a. Бактеріальні поживні середовища:

• 2x TY-середовище: триптон 16 г/л, дріжджовий екстракт 10 г/л, NaCl 5

г/л;

b. Буферні розчини:

Афінна хроматографія: 

• буфер A1: 10 мM Tris-HCl (pH 8.0), 40 мМ PBS (pH 7.9), 5 мМ імідазол,

0.3 мМ NaCl, 2 мМ β-меркаптоетанол;

• буфер А2: буфер А1 з 0.5 М NaCl та 15 мМ імідазолу;

• буфер B: буфер A1 з 250 мM імідазолу;

Діаліз: 

• буфер С: 20 мМ Tris-HCl (pH 8.0), 5 мМ MgCl2, 5 мМ β-меркаптоетанол;

Іоннообміна хроматографія: 

• буфер С;

• буфер для елюції: буфер С з градієнтним вмістом 0 – 400 мМ NaCl;

Гель-фільтрація: 

• буфер D: 25 мМ HEPES 7.4, 150 мМ NaCl, 1 мМ DTT, 7.5 мМ MgCl2;

Спектрофлуориметричний аналіз: 

• 100 мM HEPES, 15 мM KCl, 12 мM MgCl2, 2 мM DTT.

2.2 Рекомбінатна експресія, виділення та очищення ЛейРСази 

Рекомбінантна експресія ЛейРСази людини проводилася в клітинах E.coli 

штаму Rosetta, трансформованих плазмідним конструктом з послідовністю 

ЛейРСази з полі-His тегом. Культивування проводилося у 2хТУ середовищі з 

0.4 мМ ІПТГ при температурі +18 ℃ протягом ночі. Клітини були 

ресуспендовані в буфері А1 з додаванням 1 мМ PMSF, 1 таблетки коктейлю 

інгібіторів протеаз та 50 мг лізоциму (лізис-буфер). Суспензія інкубувалася на 
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льоді протягом 30 хвилин, після чого була проведена сонікація та 

центрифугування (за температури 4℃ при 21 000*g протягом 1 години). 

Отриманий лізат інкубували з попередньо врівноваженою буфером А1 Ni-

NTA-агарозою протягом 1 години з помірним перемішуванням, після чого 

суспензію послідовно промивали 15-кратними об’ємами буферів А1 та А2. 

Елюцію проводили концентрацією імідазолу 250 мМ. Цей етап і всі подальші 

проводились при температурі 4℃. 

Фракції, які містили білок, що було виміряно спектрофотометрично, були 

діалізовані проти буфера С протягом ночі для позбавлення імідазолу. 

Аніонообмінна хроматографія діалізованого білка здійснювалася за 

допомогою DEAE-сефарози, попередньо врівноваженої буфером С. Білковий 

препарат наносився на колонку, після чого проводилась елюція у градієнті 0-

400 мM NaCl-вмісного буферу С. Фракції, які містили цільовий білок, 

детектували спектрофотометрично та за допомогою 10% SDS-PAGE. Обрані 

фракції, що містили ЛейРС, в подальшому концентрувалися 

центрифугуванням в Thermo Scientific Pierce Protein Concentrators PES (30 

MWCO). 

Гель-фільтрація проводилася на попередньо еквіліброваній HiLoad 16/60 

Superdex 200 колонці з буфером D. Чистоту білкових фракцій було оцінено на 

10% SDS-PAGE. Фракції з білком були концентровані центрифугуванням, як і 

на попередньому етапі. Концентрація фінального препарату рекомбінантної 

ЛейРС людини склала 33.8 μМ.  

 2.3 Спектрофлуориметрія 

В дослідженні був використаний спектрофлуориметр Jasco FP-8200. 

Очищена людська ЛейРСаза була розведена відповідним буфером до 

фінальної концентрації 125 нМ (загальний об’єм зразка 200 мкл). Кювета 

попередньо промивалася водою та буфером. Експериментальні параметри 

налаштування спектрофлуориметра наведені в Таблиці 2.1.  
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Перед початком кожного титрування було виміряно 𝐼𝐼0 до встановлення 

стабільного значення. Для титрування використовувалися 100 мМ розчини 

лігандів (окрім, дослідження зв’язування L- та D-норваліну і L- та D-

гомоцистеїну в першому реплікаті). Титрування проводилася в двох-

порядковій манері: по 0.1 мкл титранту на крок до загального об’єму 1 мкл, 

після чого по 1 μл до загального об’єму 5 або 10 мкл (залежно від темпів 

гасіння флуоресценції).  

В експериментах зв’язування амінокислот попередня інкубація синтетази з 

АТФ або АТФαS проводилася в кюветі з 1мМ концентрацією відповідного 

ліганда при температурі 37 ℃ (оптимальна для людської синтетази) протягом 

10 хвилин.  

Негативний контроль був встановлений титруванням аналогічного об’єму 

буферу в зразок ЛейРСази. 

Cпектрофотометрично було отримано спектр поглинання протеїну в 

нативному та денатурованому стані (в 6М сечовині) в діапазоні 190-350 нм для 

отримання коефіцієнтів розсіювальної корекції емісії, а також контролю 

концентрації ЛейРСази. 

Таблиця 2.1 – Експериментальні налаштування спектрофлуориметра 

Довжина хвилі збудження (𝜆𝜆𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸), нм 295 

Діапазон вимірювання емісії, нм 300-450 

Ширина смуг збудження та емісії, нм 2.5 

Час відповіді, c 2 

PMT напруга, В 600 

Швидкість сканування, нм/хв 200 

Джерело світла Xe лампа 150 Вт 

Температура комірки зі зразком, ℃ 37 
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2.4 Аналіз результатів спектрофлуориметрії 

Розсіювальний фактор корекції був обчислений та врахований в 

інтенсивності емісії за наступними формулами(4, 5). 

𝐶𝐶𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠. =  1−10
−𝐴𝐴280

2.303∗𝐴𝐴280
  (4) 

   𝐼𝐼𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 = 𝐼𝐼
𝐶𝐶𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠∗𝐶𝐶𝑑𝑑

 (5) 

де 𝐶𝐶𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠. – розсіювальний фактор корекції, 𝐶𝐶𝑑𝑑 – фактор корекції розведення, 𝐼𝐼 – 

інтенсивність емісії вимірювання, 𝐴𝐴280 – величина абсорбції при 280 нм. 

Для обчислень були використані значення інтенсивності емісії, що 

відповідали максимуму спектру. В наших експериментах величина 𝜆𝜆max. 𝑒𝑒𝑒𝑒  

варіювалася в діапазоні 338-340 нм. При цьому зсуву положення максимуму 

спектру в межах одного експерименту титрування зафіксовано не було. 

Коректовані значення інтенсивності емісії при кожному додаванні ліганду 

ділилися на коректовану початкову інтенсивність. Від отриманих значень 

віднімалися значення 𝐼𝐼0
𝐼𝐼
 додавання буферу відповідного об’єму (негативний 

контроль). 

Графіки залежності 𝐼𝐼0
𝐼𝐼
 від концентрації були побудовані та лінеаризовані 

в RStudio. З рівнянь апроксимації була розрахована концентрація, при якій 

спостерігалося гасіння флуоресценції вдвічі (аналог 𝐾𝐾𝑆𝑆𝑆𝑆). Значення 𝐾𝐾𝐷𝐷 надалі 

розраховувалися за формулою (6): 

 𝐾𝐾𝐷𝐷 = �𝐿𝐿1
2
� − [𝑃𝑃]

2
          (6), 

де [𝐿𝐿1
2
] – розрахована з рівняння лінеаризації концентрація ліганду, при якому 

спостерігалося гасіння інтенсивності в 2 рази, [P] – концентрація протеїну. 

Для більшості лігандів спостерігалося насичення при титруванні1 μл-

кроковому титруванні. Тоді за умови, що точка  𝐼𝐼0
𝐼𝐼

= 2 була досягнена в межах 
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лінійного діапазону (𝑅𝑅2 > 0.9), обчислення констант Штерна-Вольмера 

проводилися по ньому.  

Технічні реплікати були проведені для титрувань L-норваліном, L-

гомоцистеїном, а також вимірювань з попередньою інкубацією з АТФ та 

АТФαS.  
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

3.1 Дослідження взаємодії L- і D-лейцину та його непротеїногенних 

аналогів з ЛейРСазою 

Вивчення структурних аспектів сигнальних ЛейРС-опосередкованих 

функцій непротеїногенних аналогів лейцину потребує попереднього 

кінетичного аналізу їхнього зв’язування. Для підтвердження факту взаємодії 

ми проводили експерименти титрування природніх L-варіантів спорідненої 

амінокислоти лейцину та його непротеїногенних аналогів норваліну та 

гомоцистеїну в попередньо очищену ЛейРСазу. 

Оброблені результати гасіння флуоресценції, демонструють поступове 

насичення синтетази субстратами, особливо помітне для L-лейцину. Аналізом 

лінійної частини графіку були отримані значення констант дисоціації. В 

досліджуваному діапазоні концентрацій і норвалін, і гомоцистеїн здатні до 

взаємодії з ЛейРСазою з афінністю аналогічного ступеню, що і лейцин 

(рис.  3.1, табл. 3.1). Фізіологічно концентрація лейцину в клітині є значно 

більшою, аніж норваліну та гомоцистеїну. Взаємодія з ЛейРСазою може 

пояснити патологічні наслідки стану гомоцистеїнемії та норвалінемії [55,60]. 

Наступною серією експериментів було титрування D-стереоізомерами 

амінокислот. Так як гомохіральність амінокислот забезпечує нормальний 

фолдинг та функціональність протеїнів, дискримінація аміноацил-тРНК 

синтетазами D-аміноксилот є надзвичайно важливою властивістю. Проте, 

попередні дослідження АлаРСази (яка належить до Ⅱ класу) T. termophilius 

демонструють, що дискримінація не є абсолютною, адже D-аланін взаємодіяв 

з протеїном, хоч і з меншою афінністю [89]. Отримані нами результати 

показали зв’язування D-лейцину та його аналогів з ЛейРСазою з константами 

дисоціації в 2.7 (лейцин), 4.5 (норвалін) та 7.5 (гомоцистеїн) разів більшими, 

аніж для L-cтереоізомерів (рис. 3.2, табл. 3.1)  
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Рисунок 3.1 – Гасіння внутрішньої флуоресценції ЛейРСази L-лейцином 

(синій), L-норваліном (зелений) та L-гомоцистеїном (червоний).  

 Рисунок 3.2 – Гасіння внутрішньої флуоресценції ЛейРСази D-лейцином 

(синій), D-норваліном (зелений) та D-гомоцистеїном (червоний) 

[L], М 

[L], М 

𝐼𝐼0
𝐼𝐼
𝐼𝐼0
𝐼𝐼
𝐼𝐼0
𝐼𝐼

𝐼𝐼0
𝐼𝐼
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Таблиця 3.1 – Значення констант дисоціації, отриманих з відповідних 

лінеаризацій графіків гасіння внутрішньої флуоресценції ЛейРСази. 

3.2 Дослідження взаємодії АТФ та АТФαS з ЛейРСазою 

Як було зазначено раніше, зв’язування АТФ з ЛейРСазою є необхідною 

умовою для активації лейцину, а також mTORC1-сигналінгу. Проте, швидкий 

пірофосфатний гідроліз АТФ ускладнює структурні дослідження проміжних 

змін конформації комплексу рядом методів, зокрема рентгеноструктурним 

аналізом, кріо-електронною мікроскопією тощо. Вирішення цієї проблеми 

можливе використовуючи АТФαS, що відрізняється від природного АТФ 

своєю нездатністю до гідролізу за рахунок тіоефірного зв’язку. Отже, АТФαS 

ймовірно може формувати стабільні потрійні комплекси з ЛейРСазою та 

лейцином. Перед проведенням структурних досліджень ми хотіли упевнитися, 

що АТФαS здатний до взаємодії з синтетазою та не перешкоджає зв’язуванню 

амінокислот. 

Результати гасіння флуоресценції ЛейРСази показали зв’язування як 

природньої, так і некаталітичної АТФαS (рис. 3.3). Обчислені значення 

константи дисоціації для  АТФαS є в 1.7 разі більшими аніж для АТФ, що 

означає менш ефективну взаємодію (рис. 3.3). Проте більш важливим та 

цікавим для нас є структурні наслідки зв’язування АТФαS та вплив на 

Ліганд 𝐾𝐾𝐷𝐷 ,𝜇𝜇𝜇𝜇 

L-лейцин 720 

L-гомоцистеїн 694 

L-норвалін 861 

D-лейцин 1950 

D-гомоцистеїн 5300 

D-норвалін 3870 
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ефективність взаємодії з амінокислотами. Для цього ми проводили ряд 

наступних експериментів. 

Рисунок 3.3 – Гасіння внутрішньої флуоресценції ЛейРСази АТФ (синій), 

АТФαS (зелений) та відповідні значення констант дисоціації 

3.3 Дослідження впливу попередньо інкубації ЛейРСази з АТФ та АТФαS 

на зв’язування L-лейцину 

Попередня 10-хвилинна інкубація ЛейРСази з АТФ призводить до більш 

ефективного гасіння флуоресценції синтетази, а отже зменшення значень 

константи дисоціації приблизно в 1.5 рази (рис. 3.4). Таким чином, взаємодія 

з АТФ в концентраціях співрозмірних з фізіологічно існуючими в клітині, 

полегшує приєднання лейцину і відповідно утворення потрійного комплексу. 

Як було попередньо зазначено, формування комплексу ЛейРС-лейцин-АТФ, 

необхідно не тільки для активації лейцину, а також для активації mTORC1. 

Цікаво, що попередня інкубація з АТФαS також значно полегшує 

приєднання L-лейцину (рис. 3.4). Близькість значень констант дисоціації може 

бути інтерпретована здатністю АТФαS індукувати аналогічні конформаційні 

зміни ЛейРСази, що і природня АТФ. Цей висновок потребує подальшого 

Ліганд 𝐾𝐾𝐷𝐷 ,𝜇𝜇𝜇𝜇 

АТФ 535 

АТФαS 892 

[L], 
  

𝐼𝐼0
𝐼𝐼
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експериментального підтвердження з застосуванням альтернативних підходів. 

Проте отримані нами результати свідчать про доцільність подальшої роботи з 

АТФαS для мімікрування впливу природньої  АТФ на конформацію ЛейРСази. 

Рисунок 3.4 – Гасіння внутрішньої флуоресценції ЛейРСази L-лейцином 

(синій), L-лейцином після інкубації з АТФ (зелений) та АТФαS (червоний). 

3.4 Дослідження впливу попередньо інкубації ЛейРСази з АТФ та АТФαS 

на зв’язування L-гомоцистеїну та L-норваліну 

Попередня інкубація ЛейРСази з АТФ в 1 мМ концентрації збільшує 

ефективність зв’язування L-норваліну та L-гомоцистеїну в ~1.8 та ~1.65 рази 

до значень, співвідносних з відповідними для лейцину (рис.3.5, 3.6). Наші 

результати підтверджують, що зв’язування непротеїногенних аналогів 

лейцину з ЛейРСази є АТФ-залежним процесом, що відповідає попередньо 

ідентифікованому явищу їхньої міс-активації та міс-інкорпорації в 

поліпептидний ланцюг. 

Ліганд 𝐾𝐾𝐷𝐷 , 𝜇𝜇𝜇𝜇 

L-Лейцин 720 

АТФ інк. + L-лейцин  484±73 

АТФαS інк. + L-лейцин 504±20 

[L], М 

𝐼𝐼0
𝐼𝐼
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Рисунок 3.5 – Гасіння внутрішньої флуоресценції ЛейРСази L-норваліном 

(синій), L-норваліном після інкубації з АТФ (зелений) та АТФαS (червоний). 

Рисунок 3.6 – Гасіння внутрішньої флуоресценції ЛейРСази L-гомоцистеїном 

(синій), L-гомоцистеїном після інкубації з АТФ (зелений) та АТФαS 

(червоний). 

Ліганд 𝐾𝐾𝐷𝐷 , 𝜇𝜇𝜇𝜇 

L-Норвалін 861±175 

АТФ інк. + L-норвалін 490±70 

АТФαS інк. + L-норвалін 424±47 

Ліганд 𝐾𝐾𝐷𝐷 ,𝜇𝜇𝜇𝜇 

L-Гомоцистеїн 694±12 

АТФ інк. +L- гомоцистеїн 422±13 

АТФαS інк. + L-гомоцистеїн 399 

 [L], М 

 [L], М 

𝐼𝐼0
𝐼𝐼

𝐼𝐼0
𝐼𝐼
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Некаталітичний АТФαS також показав властивість сприяти зв’язуванню 

L-гомоцистеїну та L-норваліну (рис. 3.5, 3.6). Як і у випадку L-лейцину, 

значення констант дисоціації є близьким до значень констант, отриманих з 

АТФ-інкубацією. Незважаючи на обмежену інформативність 

спектрофлуориметричного методу, гіпотетично, у випадку докорінно 

відмінної зміни конформації ЛейРСази в результаті взаємодії з АТФαS, 

очікувано було б побачити статистично велику різницю з АТФ-індукованим 

покращенням зв’язування лейцину. Таким чином, наші результати не свідчать 

про порушення АТФαS структури ЛейРСази щонайменше в її каталітичному 

сайті. 

Загалом, кінетика та параметри взаємодії L-норваліну та L-гомоцистеїну 

з ЛейРСазою не суперечать гіпотезі про їхню здатність приймати участь у 

mTORC1 сигналінгу за механізмом, аналогічним до лейцин-індукованого. 

Проте для остаточного доказу цього факту доцільним є використання методів 

структурної біології, що здатні підтвердити сайт-специфічність взаємодії.  
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ВИСНОВКИ 

Ми використали аналіз гасіння внутрішньої флуоресценції людської 

ЛейРСази для дослідження її in vitro взаємодії з неспорідненими 

амінокислотами норваліном та гомоцистеїном та дослідити вплив попередньої 

інкубації протеїну АТФ та  АТФαS на ефективність взаємодії. 

1. L-гомоцистеїн та L-норвалін продемонстрували здатність гасити

внутрішню флуоресценцію синтетази. При тому в досліджуваному 

діапазоні концентрацій значення констант дисоціації мали такий самий 

порядок, що і лейцин. Значно менш ефективне зв’язування було 

продемонстровано для D-cтереоізомерів, що є очікуваним результатом 

враховуючи стереоспецифічність АРСаз до L-амінокислот.  

2. АТФ та АТФαS також продемонстрували взаємодію з ЛейРСазою.

При цьому, некаталітичний АТФαS мав нижчу афінність до протеїну, аніж 

природний аналог. Тим не менш, попередня 10-хвилинна інкубація 

показала, що обидві речовини проявляють позитивний вплив на 

ефективність зв’язування трьох досліджуваних амінокислот з синтетазою. 

Отримані результати були відтворювані. Отже, спектрофлуориметричний 

аналіз не свідчить про АТФαS-індуковану зміну конформації ЛейРСази, що 

порушує амінокислото-зв’язувальну функціональність її каталітичного 

сайту. Таким чином, використання АТФαS для дослідження структури 

стабільного аналога задіяного в сигналінгу комплексу ЛейРСаза-

амінокислота-АТФ наразі видається доцільним. 

3. Значення афінності L-гомоцистеїну та L-норваліну після інкубації

ЛейРСази з АТФ та АТФαS були близькими або вищими, ніж L-лейцину. 

Це, в свою чергу, може свідчити про лейцин-подібну властивість 

гомоцистеїну та норваліну індукувати активацію mTORC1. Отже, подальші 



33 

дослідження з використанням альтернативних методів для підтвердження 

кінетики (ізотермальна калориметрія, плазмонний поверхневий резонанс 

тощо) та детермінації структурних аспектів взаємодії норваліну та 

гомоцистеїну з ЛейРСазою (ЯМР, рентгеноструктурний аналіз, методи 

молекулярної динаміки тощо) є перспективним напрямком поглиблення 

знань про регуляцію mTORC1 шляху. 
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