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Aktywacja aminokwaséw u Mycobacterium phlei
AxTuBanus ammuoxuciaor y Mycobacterium phlei

Activation of Amino Acids in Mycobacterium phiei

Reakcjg zapoczgtkowujaca proces biosyntezy czasteczki biatkowej jest aktywa-
cja aminokwasow, Wykazal jg poraz pierwszy w r. 1955 Hoagland (25).
Schematycznie przedstawié¢ ja mozna rdéwnaniem:

E(enzym) + ATP + aminokwas IXIE E — AMP ~ aminokwas + PP
—

Produktem aktywacji jest przejsciowe polgczenie kwasu adenilowego z amino-
kwasem (AMP ~ aminokwas) i pirofosforan. W zywej komoérce kompleks ten
stabilizowany jest przez enzym aktywujgcy aminokwas. Grupa karboksylowa
zaktywowanego aminokwasu polgczona jest wigzaniem wysoko energetycznym
z resztg ortofosforanowa AMP. Wysoko energetyczne wigzanie w kompleksie
adenilowo-aminokwasowym umozliwia udzial aminokwasu w dalszych etapaeh
biosyntezy biatka.

Enzymy aktywujgce sg szeroko rozpowszechnione zaréwno w tkankach zwie-
rzecych (8, 13, 29, 39, 42), ro$linnych (5, 6, 14, 31), jak i u drobnoustrojéw
(4, 15, 16, 32, 33, 47, 49), Wystepujg one przede wszystkim we frakcji bialek
rozpuszczalnych. Wytracajg sie w punkcie izoelektrycznym przy pH okolo 5,
stagd tez Hoagland (26, nazwal je ,enzymami pH 5".

Logiczng konsekwencjg faktu, ze aktywacja jest pierwszym etapem bio-
syntezy bialka, jest koniecznosé aktywowania wszystkich aminokwaséw, wchodza-
cych w skiad danego bialka. Bardzo szczegélowe badania zaréwno Hoaglanda
(26), jak i Novelliege (15, 16) majace na celu wykazanie aktywacji pelnego
garnituru aminokwaséw, nie daly jednak pozytywnych rezultatéw. Akiywacie
stwierdzono jedynie dla kilku aminokwaséw: tyrozyny, tryptcfanu, fenyloalaniny,
histydyny, metioniny, waliny, leucyny i izoleucyny w preparatach enzymatycznych

Uzywane skréoty: ATP — kwas adenozynotréjfosforowy, ADP — kwas adeno-
zynodwufosforowy, AMP — kwas adenozynojednofosforowy, PP — pirofosforan,

E-AMP aminokwas — kompleks enzymu z kwasem adenilowym i aminokwasem.
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roznych drobnoustrojéw (16). Podobne wyniki uzyskano dla tkanek zwierzecych
(26, 29),

W wyraznej sprzeczno$ci z cytowanymi wyzej badaniami stoja spostrzezenia
innych autoréw., Nisman i wspolpr. (32, 33) stwierdzili u Escherichia coli
aktywacje 18 aminokwaséw. Podobne rezultaty daly badania Clarka na ma-
teriale roflinnym (6), oraz Webstera (47 na ekstraktach i frakcji wytraconej
w punkcie izoelektrycznym z groszku, watroby $wini i =z drozdzy.

Aktywacja u drobnoustrojow przebiegaé moze réwniez inng drogg niz przez
tworzenie polgczen aminokwasowo-adenilowych, Cormier i Novelli (9, 10)
w r. 1958 wykazali, Ze glicyna aktywowana jest przez bezkomorkowe ekstrakty
Fhotobacterium fischeri z powstawaniem estru fosforanowego glicyny jako zwiazku
posredniego i ADP:

M
E + ATP + glicyna —gy E — glicylofosforan + ADP
—

U drobnoustrojow stwierdzono ostatnio biosynteze bialka bez udzialu enzy-
mow aktywujacych aminokwasy (1, 2, 7, 46). Mechanizm tych reakcji jest nieznany,

Oddzielnym i interesujgcym zagadnieniem w problematyce biosyntezy bialka
iest wykorzystywanie gotowych peptydéw w reakcjach biosyntezy. Takg mozliwosc
sugeruja badania Rendiego 1 wspéipr. (37), oraz Tuboi i Huzino (45
wykazujgce aktywacje peptydow przez watrobe zwierzeea, jakkolwiek stwierdzenie
aktywacji nie stanowi jeszcze wystarczajacego dowodu na bezposredni udzial
peptydow w syniezie bialek.

Chociaz aktywacja aminokwaséw stawiana jest w rzedzie znanych i $ciSle
okreslonych reakeji chemicznych, to jednak badania w tej dziedzinie nie wolne
sa od sprzecznych danych i przeciwstawnych opinii. Dotyczy to w szczegélnosci
zagadnien aktywacji u drobnoustrojéw. Rozbieznosci te zadecydowaly o wyborze
bakterii do badan nad aktywacja w niniejszej pracy, Uzyto do tych celow
Mpycobacterium, poniewaz drobnoustroje te odznaczajg sie pewnymi odmiennymi
cechami metabolizmu w porownaniu z innymi drobnoustrojami. Ponadto badania
nad aktywacja bylyby kontynuacjg poprzednich badan Zakladu poéwiecony_ch
przemianie weglowodanowej i fosforowej, oraz aminokwasowej u Mycobacterium
{44, 45, 21, 27).

Tematern niniejszej pracy bylo przebadanie nastepujacych zagadniefi:

1) wykazanie akiywacji u Mycobacterium phlei, a w szczegdlnosci przygotowanie
takiego materiatu enzymatycznego, ktéry byiby zdolny do aktywowania wszystkich
aminckwasow w odpowiednic dobranych warunkach reakeji. Wzieto tu pod uwage
obydwa mozliwe procesy aktywacji. 2) Przebadanie aktywacji niektérych pepty-
déw. 3) Proby ustalenia zalezno$ci pomiedzy stezeniem aminokwasow w puli
wewnatrzkomdrkowej i bialkach pratka, a ich aktywacja.

CZESC DOSWIADCZALNA
I Material 1 metody

Drobnoustréj

Do badan uzyto szczepu Mycobact. phlei uzyskanego z Instytutu
Gruzlicy w Warszawie. Drobnoustréj hodowano na podlozu Léwen-
steina w butlach Roux w temperaturze 37°C przez 7—8 dni i kilka dni
w temperaturze pokojowej. Do hodowli stosowano réwniez syntetyczne
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podioze plynne DKG o skladzie (13): glukoza 40 g, kwas glutaminowy
10 g (w niniejszej pracy 8 g), kwas cytrynowy 2 g, KH,PO, 0,5 g,
MgSOQ4-7 H,O 0,5 g, cytrynian zelazowo-amonowy 0,05 g, ZnSO;-
+7 H,O 0,02 g i woda do 1000 ml. pH doprowadzano do 7,4 za pomoca
1 N KOH. Pozywki sterylizowano przez tyndalizacje. Bakterie hodowano
w kolbach Fernbacha pojemnosci 1 litra, w warunkach podobnych do
hodowli na podloziu Léwensteina. Wydajno$¢ hodowli z 1 butli Roux
okolo 13—16 g wilgotnej masy bakteryjnej. Z podlozy ptynnych wydaj-
nos¢ 10—12 g wilgotnej masy.

Zebrang maseg bakteryjnag po odmyciu od pozywki traktowano ozig-
bionym do —20° C acetonem (21), a nastepnie suszono pod zmniejszonym
cisnieniem. Proszek acetonowy bakterii hodowanych na podiozu Loéwen-
steina uzywano do doswiadczen nad aktywacjg aminokwas6éw i peptydow,
natomiast w badaniach nad ustaleniem zaleznosci pomiedzy stezeniem
kwasu glutaminowego, a jego aktywacjg stosowane byly proszki aceto-
nowe z hodowli plynnych.

Przygotowanie radioaktywnego pirofosforanu (PP¥)

Fosfor radioaktywny (P3?) w postaci H3PO, otrzymywano z Instytutu
Badan Jadrowych w Warszawie. Radioaktywng probke w ilosci 200 nC
doprowadzano do pH 9—9,2 za pomocg 0,1 N KOH i pirolizowano
w piecu w temperaturze 450° C przez 2 godziny w malej parowniczce
kwarcowej. Pirolizowana probka zawierala obok pirofosforanu, okolo
20% ortofosforanu i pewng ilo§¢ polifosforanéw o roéznym stopniu
kondensacji. Taki material poddawano oczyszczaniu za pomocg bibulo-
wej chromatografii preparatywnej zstepujacej w ukladzie: III — rzed.
butanol, kwas mréwkowy, woda (80:5:20) wg Crowthera (12) przez
24 godziny. Po poréwnaniu z autoradiogramem, pasek bibuly zawiera-
jacy PP? eluowano woda, roztwér zageszczano i dodawano pirofosfora-
nu sodowego jako nos$nika. Aktywnosé wiasciwa PP? stosowanego do
doswiadczen wynosita okclo 10° imp/min./wM.

Fosfér oznaczano wg metody Fiske-Subbarowa (18) na foto-
kolorymetrze Havemanna. Pirofosforan hydrolizowano uprzednio 1 N
H;SO4 przez 15 min. na wrzacej lazni wodnej, ATP natomiast hydroli-~
zowano 1 N HCl przez 10 minut. Pomiaru radioaktywnosci prébek
dokonywano cienkookienkowym licznikiem G-M typu BAT produkcji
polskiej.

Metody pomiaru aktywacji aminokwasow

Do ilociowej oceny szybkosci reakcji aktywacji stosowane sg dwie
metody:
A. Metoda ,,wymiany” (ATP-PP32) polegajaca na wymianie pigtno-
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wanego pirofosforanu z resztg pirofosforanowag ATP w obecnosci odpo-
wiedniej enzymow aktywujacych, aminokwaséw i jonow magnezu, Wy-
korzystana jest tu odwracalnos¢ reakeji 1.

B. Metoda hydroksamowa. W metodzie tej oznacza sie kolorymet-
rycznie kwasy aminohydroksamowe powstajagce w reakeji komplekséw
aminokwasowo-adelinowych (produktow aktywacji aminokwaséw) z hy-
droksylaming:

o o

4 4
R—CH—Q\+AEP+NH£H~R—CH—C + PP+ AMP
I

NH, OH NH, NHOH

Hydroksyilamina dziala w tym procesie jako czynnik wychwytujacy
zaktywowany aminokwas. '

A. Metoda wymiany pomiedzy ATP a PP32.

Odczynniki:

1. Aminokwasy: Przygotowywano 0,1 M roztwory DL-aminokwaséw: alanina
(BDH), arginina . HCl (BDH), kwas asparaginowy (Schuchardt), kwas glutaminowy
(Joliot Curie), asparagina (J. D. Ridel), cysteina (L.ight), fenyloalanina
(Gliwice imp.), glicyna (Gliwice imp,), L-glutamina (Mann Research Laboratories),
histydyna (Fein Chemie), izoleucyna (Schuchardt), leucyna (Light), lizyna.
+HCI (Light), metionina (Gliwice imp.,), prolina (BDH), seryna (Schuchardt),
tyrozyna (BDH) treonina (BDH), tryptofan (Politechnika Slaska — Gliwice), walina
(Schuchardf).

2, ATP s6l dwupotasowa (Nutritional Biochemicals Corporation, USA) — 0,1 M
roztwor o pH 1.
MgCl, — roztwér 0,06 M
KF — roztwér 0,1 M
Kwas trojchlorooctowy — 120/,
Bufor octanowy 0,1 i 0,05 M pH 4,5
Bufor fosforanowy 0,05 M pH 7,4
Bufor ,,Tris” (tréjhydroksymetyloaminometan) 0,1 M pH 7.4
HCl — 1 N

10, Wegiel aktywny — Norit A (f-my Fisher Scientific Co., USA), Przygotowy-
wano go przez przemywanie 1 N HCl na lejku Buchnera, a nastepnie wodg do
odezynu obojetnego. Po przemyciu suszono na powietrzu.

-

EIC PSR NN

Doswiadezenia przeprowadzano wg De Moss i Novelli’ego (16) w sposob
nieco zmodyfikowany: mieszaning zawierajgca 5 uM ATP, 5 yM MgCl,, 10 uM KF,
10 WM aminokwasu dodawanego pojedynczo, lub 5 M aminokwasu w mieszance
aminckwasow, 5 yM PP3%-—10% imp./min./uM, 160 pM buforu fosfecranowego pH 74,
oraz enzym Ww catkowitej objetosci 1,2 ml inkubowano przez 15 minui w tem-
peraturze 37°C. Reakcje zatrzymywano przez dodanie 1 ml 12% kwasu tréj-
chlorooctowego, W plynie nad osadem po odwirowaniu stratu bialkowego oznaczano
ilo$¢ PP32 inkorporowanego w ATP metodg Crane’a i Lipmanna (11) w mo-
dyfikacji De Moss i Novelli’ego (16), po dodaniu buforu octanowego pH 4,5
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i wegla aktywnego. ATP zaadsorbowany calkowicie na weglu hydrolizowano
1 N HCI i radioaktywno$¢ oznaczano za pomocg licznika G-M. Szybkos$é aktywacji
aminckwasow wyrazano w pM PP wcielonego do ATP/mg biatka/15 minut.
Biatka oznaczano metodg Lowry i wspolpr. (28).

W do$wiadczeniach bilansowych, kiedy oznaczano zaréwno radioaktywnoseé,
jak 1 ilos¢é fosforu we frakecji pirofosforanowej i frakcji adsorbujacej sie na
weglu aktywnym stosowano bufor Tris zamiast buforu fosforanowego.

Celem sprawdzenia czy na weglu aktywnym adsorbuje sie wylacznie ATP,
poddawano zaadsorbowany material elucji za pomocg 500/, etanolu zawierajacego
0,5 mola amoniaku w litrze (3). Eluat nanoszono pasmowo na bibule Whatman
nr 1 i chromatografowano, Chromatogram przecinano podiuznie na dwie czesci.
Pierwsza stuzyla do autoradiografii, drugg wywolywano na obecnos$¢ fosforanéw
(35) po uprzedniej hydrolizie mineralnej (24). W obydwu tych metodach uzyskano
;edno pasmo odpowiadajgce polozeniu ATP.

Obecno$¢ KF w mieszaninie inkubacyjnej ma na celu zahamowanie dzialania
PP-azy i ATP-azy. Fluorek nie wplywa jednakie hamujaco na sam przebieg
sktywacji (16). Material enzymatyczny z Mycobact, phlei zawieral czynng piro-
fosfataze, Jej obecno$é stwierdzono, inkubujgc pirofosforan z ekstraktem bakte-
ryjnym. Dodawany pirofosforan w ilosci 3 uM rozkladany byl przez esktrakt
bakteryjny, zawicrajagcy 3—4 mg bialka w ciggu 30 minut. Stad tez w doswiad-
czeniach wymiany konieczna byla obecnos$é¢ fluorku.

B. Metoda hydroksamowa

Odczynniki:

1. NH,OH — roztwér 5 M. Wolng hydroksylamine otrzymywano wg Berga
(3) z siarczanu hydroksylaminy . pH roztworu doprowadzano do 7,2.

2. NH,0.HCl roztw6r 5 M zobojetniony 10 N KOH do pH 7,2. Wolng
hydroksylamine i chlorowodorek hydroksylaminy oznaczano metodg kolorymet-
ryczng przy diugoéci fali 665 my, (19).

3. Kwas tréjchlorooctowy — 1009/,

4. FeCls — roztwér 2,0 M

5. Roztwory ATP, MgCl,, aminokwasow i bufor fosforanowy — jak w meto-
dzie wymiany ATP-PP¥,

W niniejszej pracy do oznaczen aktywacji uzyto z pewnymi modyflkaCJaml
metody Schweeta i wspdlpr. (39). Mieszanine o skladzie: 15 pM ATP, 10 yM
MgCly, 10 pM pojedynczego aminokwasu, lub po 5 pM kazdego aminokwasu w mie-
szarinie aminokwaséw, 300 pM buforu fosforanowego pH 7,4, enzymatyczna
frakcja biatkowa (2—4 mg bialka) i 3 mM NH,OH, lub NH,OH.HCl w calkowitej
objetosei 3,0 ml inkubowano przez 2 godziny w temp. 37°C. Reakcje zatrzymywanc
przez dodanie 1,4 ml 1000/, kwasu tréjchlorooctowego i 0,6 ml 2,0 M FeCl, (38).
W tych warunkach utworzone hydroksamiany dajg zabarwienie z chlorkiem Zela-
zowym. Barwny kompleks hydroksamianowy oznaczano na fotokolorymetrze Have-
mauna przy diugosci fali 520 my wobec wzorca czystego hydroksamianu leucyny.
Otrzymane wyniki wyrazane byly w uM hydroksamianu/mg biatka/2 godziny.

Przedstawione powyzej dwie metody badania aktywacji aminokwa-
sow okazaly sie przydatne nie w jednakowym stopniu do badania akty-
wacji u Mycobacterium. Metoda hydroksamowa jest mniej czula niz
metoda wymiany ATP-PP%, co jest powaznym ograniczeniem w stoso-



168 Eugeniusz Ggsior

waniu jej w przypadku malych aktywnosci enzymoéow aktywujacych.
Fonadto duza proba kontrolna (bez dodatku aminokwaséw) spowodo-
wana w pewnym stopniu autoliza biatka (16) i stalg obecnosciag aminc-
kwasow w badanym materiale uniemozliwia czesto pomiar aktywacji
metodg hydroksamowg w surowych wyciagach i nie zageszczonych
frakcjach enzymatycznych. Spostrzezenie to w mniejszym stopniu doty-
czy metody wymiany.

W niniejszej pracy metode hydroksamowsg stosowano w pomiarach
aktywacji jedynie w przypadku uzycia czesciowo oczyszczonej frakeji
biatkowej. W tych doswiadczeniach (przy uzyciu mniejszej ilosci biatka)
proba kontrolna byla znacznie mniejsza od proby z dodatkiem amino-
kwasow. W pozostatych doswiadczeniach stosowano metode wymiany
ATP-PP%2,

II Aktywacja aminokwaséw w réinych frakcjach enzymatycznych
Muycobacterium phlei

A. Aktywacja aminokwaséw w surowych wycig-
gach bakteryjnych

Ekstrakty bakteryjne uzyskiwano przez dezintegracje suchych bak-
terii w homogenizatorze Pottera przystosowanym do rozbijania komoérek
bakteryjnych (17).

Tab. 1. Aktywacja aminokwaséw przez surowy wycigg bakteryjny
Activation of amino acids by crude bacterium extract

Iloé¢ WM PP3?
inkorporowanego w ATP/mg biatka/15 min.
Aminokwas
Wyniki poszczegdlnych pomiaréw V,Varto'éé
$rednia
Mieszanina 18 amino-
kwasow 0,12 0,16 0,16 0,15 0,15 0,15
leucyna 0,11 0,12 0,10 0,11 0,11
walina i 0,09 0,09 0,12 0,12 0,11 0,10
izoleueyna | 009 009 008 0,10 0,09
tyrozyna 0,08 0,09 0,07 0,08
tryptofan 0,08 0,08 0,09 0,07 0,08
préba kontrolna 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05

Sklad mieszaniny inkubacyjnej: 5 uM ATP, 5 uM MgClz, 10 uyM KF, 10 pM
pojedynczego aminokwasu i po 5 pM kazdego aminokwasu w mieszaninie ami-
nokwas6w, 100 yM buforu fosforanowego pH 7,4, 5 uM PP®, oraz ekstrakt zawie-
rajacy 1—2 mg biatka. Czas inkubacji 15 min. Dokladne warunki podano w tekécie.
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dzono w takich przypadkach, ze proba kontrolna zmniejszala sig¢ 2—3-
krotnie, ale w tym samym stopniu zmniejszaly sie takze proby wlasciwe.

B. Aktywacja aminokwasdéow przez frakcje wytra-
cong przy pH 44

Dogodniejszym zrodtem dla badania aktywacji poszczegdlnych ami-
nokwasOw okazala sie frakcja wytracona z ekstraktu bakteryjnego za
pomocg 1 N CH3;COOH przy pH 4,4. Wytracony, odwirowany osad roz-
puszczano w 0,05 M buforze fosforanowym pH 7,4 w objetosci odpowia-
dajacej 1/3 objetosci ekstraktu. Frakcja enzymatyczna pH 4,4 zawierala
minimalne ilosci wolnych aminokwasow w przeciwienstwie do ekstraktu
bakteryjnego. Tabela 2 przedstawia wyniki doswiadczen nad aktywacja
poszczegolnych aminokwaséw przez te frakcje.

III Proby zageszczenia enzymu aktywujacego leucyne

Szybkos¢ aktywacji leucyny przez frakcje pH 4,4 w slosunku do

pozostalych aminokwaséw byla najwieksza. Frakcji tej uzyto do doswiad-
czen nad oczyszczaniem enzymu akiywujacego leucyne. Enzym oczysz-
czano metodg frakcjonowanego wysalania siarczanem amonu w temp.
0—4° C w sposoék nastepujacy:
Do 15 ml roztworu biatek pH 4,4 otrzymanego — wg procedury podanej wyiej —
z 2,5 g proszku acetonowego Mycobacterium phlei dodawano obojetnego, nasyco-
nego roztworu siarczanu amonu do nasycenia 0,45. Odwirowany osad odrzucano.
Plyn nad osadem frakcjonowano siarczanem amonu w substancji. Wytragcone osady
wirowano przy 10—12 tys, obr,/min w wiréwce Janetzky’ego, Frakcja biatkowa
uzyskana przy 0,6—0,8 nasycenia posiadala najwiekszg aktywno$¢ enzymatyezng.
Po 3 godz. dializie wobec 0,02 M buforu fosforanowego pH 7,4 przy stalym mie-
szaniu buforu mieszadlem elektromagnetycznym frakcji tej uzyto do badana akty-
wacji leucyny. Wyniki umieszczono w tabeli 3.

Tab. 3. Aktywacja leucyny przez réine frakcje enzymatyczne
Activation of leucine by various enzymatic fractions

Rodzaj materiatu Ilo$¢ ml Ilo§¢ mg Calkowi’t? Specyflcz,lixa
roztworu biatka aktywnosé* [aktywnosé**
Ekstrakt bakteryjny 45 270 ! 32,4 0,12
Frakcja pH 4,4 (I) 15 120 30,0 0,256
Frakcja 0,6—0,8 nasyc. (II) 1,5 11 7,15 0,65

¥ Aktywno$é calkowita — ilo§¢ pM PP%* inkorporowanego w ATP dla cal-
kowitej ilo$ci biatka danej frakeji/15 min.

**) Aktywno§é specyficzna — ilo$¢ uM PP¥ inkorporowanego w ATP/mg
biatka/15 min. ¢ %)
Sklad mieszaniny inkubacyjnej i warunki inkubacji — jak w tabeli 1. Do~

kladne warunki do$wiadczenia podano w tekscie.
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Zastosowana procedura oczyszczania pozwolila na kilkakrotne zagesz-
zenie enzymu aktywujacego leucyne, jakkolwiek preparat ten zawierat
jeszcze inne enzymy aktywujace. Z przeprowadzonych oznaczen pomiaru
wymiany ATP-PP?? wynika, ze aktywacji ulegajg: walina, izoleucyna,
tyrozyna, tryptofan i kwas glutaminowy. Aktywno$¢ tych enzymow
jest rzedu aktywnosci frakeji pH 4,4. Swiadczy to, ze ulegajg one za-
geszczeniu w mniejszym stopniu niz enzym aktywujacy leucyne.

Czesciowe oczyszczenie enzymu leucynowego pozwolilo na przepro-
wadzenie doswiadczen nad aktywacja peptydéow leucynowych, akty-
wacje leucyny mierzona metoda hydroksamowsa, oraz na czesciowg cha-
rakterystyke frakeji II. Frakcja II przechowywana w temperaturze 0°C
traci szybko aktywnosé. Dodatek cysteiny, lub glutationu w stgzeniu
0,05 M i wersenu w stezeniu 0,005 M dzialaly stabilizujaco. W obecnosci
tych czynnikéw aktywnosé frakeji II spadata do polowy po 20—24 godz.
Ekstrakt enzymatyczny, a takze frakcja pH 4,4 nie tracily tak szybko
swojej aktywnosci.

Optymalne pH dla enzymu aktywujacego leucyne we frakcji II wy-
nosi okolo 7,4—17,6. (ryc. 1)
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1

MmM PP

6 70 15 80 85 pn

Ryc. 1. Zalezno$¢ pomiedzy pH mieszaniny inkubacyjnej, a aktywacja leucyny
Correlation between pH of incubation mixture and activation of leucine
Warunki do§wiadezenia: 10 pM leucyny, 5 uM ATP, 5 uM MgCl, 10 yM KF,

5 uwM PP%, 100 wM buforu fosforanowego (w zakresie 5,0—8,0 pH), lub buforu

Tris (powyzej pH 8,0), oraz 1,6 mg bialka. Obj. 1,2 ml. Czas inkubacji 15 min.

Dokladne warunki nznaczen podano w tekscie.

IV Aktywacja leucyny mierzona metoda hydroksamowsg

Celem tego doswiadczenia bylo sprawdzenie w jakim stopniu wyniki
uzyskane metoda hydroksamowsg sg zgodne z wynikami badania akty-
wacji mierzonej metoda wymiany ATP-PP®2. Jako zrédla enzymu uzyto
czesciowo oczyszezonej frakcji II. Wyniki podano w tabeli 4.
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Umieszczone w tab. 4 dane wskazuja, ze wartosci uzyskiwane dla
aktywacji leucyny mierzonej metoda hydroksamows sg prawie 10-krotnie
mniejsze od analogicznych wynikéw metody wymiany.

Tab. 4. Aktywacja leucyny na podstawie oznaczenn hydroksamianu
Activation of leucine on the strength of hydroxam estimations

M hydroksamianu
Doswiadeczenie /mg biatka/ 2 godz.

Préba wtasciwa ; Préba kontrolna

1 0,53 ’ 0,18

2 0,60 t 0,19

3 0,61 | 0,17
I

Sklad mieszaniny inkubacyjnej: 15 yM ATP, 10 u M MgCl,, 10 yM leucyny,
300 wM buforu fosforanowego, enzymatyczna frakcja biatkowa (2—4 mg biatka)
i 3 mM NH,OH w calkowitej obj. 3,0 ml. Czas inkubacji 2 godz. Dokladne wa-
runki doswiadczenia podano w tekscie.

V Aktywacja peptydow

Frakcje II zastosowano do badania aktywacji peptydow leucynowych.
Do doswiadczen uzyto trzech peptydow: glicylo-L-leucyny, L-alanylo-
L-leucyny i IL-leucylo-glicyny (f-my Mann Research Laboratories).
Celem stwierdzenia czy badane peptydy nie ulegaja rozkladowi, prze-
prowadzono 30 min. inkubacje peptydéw z frakecjg enzymatyczng II
w warunkach podobnych do do$wiadczen wymiany (nie dodawano ATP

Tab. 5. Aktywacja peptydéw przez enzym leucynowy
Activation of peptides by leucine enzyme

Ilo$¢ pM PP3
inkorp. w ATP /mg bialka/ 15 min.
Substrat
Wyniki poszczegélnych Wartosé
pomiaréw Srednia
leucyna 0,65 0,71 0,69 0,68
glicyloleucyna 0,53 0,47 0,51 0,51 0,50
alanyloleucyna 0,47 0,45 0,46 0,46 0,46
leucyloglicyna 0,31 0,23 0,27 0,26 0,286
proba kontrolna 0,08 0,06 0,05 0,063

Do inkubacji uzyto 10 pM poszczegélnych peptydéw. Ilosci pozostalych skiad-
nikéw mieszaniny inkubacyjnej i czas inkubacji jak w tabeli 1. Dokladne wa-
runki doswiadczenia opisano w tek$cie.
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i PP). Za pomoca chromatografii bibutowej w ukladzie propanol-woda
(7:3) nie stwierdzono rozpadu peptydow na aminokwasy. Jak wynika
z tab, 5, wszystkie trzy peptydy sa aktywowane jakkolwiek w stopniu
niejednakowym. Dla wszystkich peptydéow wartosci liczbowe aktywacji
sg mniejsze niz dla wolnej leucyny.

VI Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem aminokwaséw w puli
wewnatrzkomérkowej a aktywacja

Ogoélne badania nad skladem wewnagtrzkomérkowej puli aminokwa-
s6w u bakterii gramo-dodatnich wskazuja, ze kwas glutaminowy pojawia
sie jako pierwszy z aminokwasOw i jego stezenie przewyzsza stezenia
inych wewnatrzkomérkowych aminokwaséw puli (20, 48). W odniesieniu
do pratkow kwasoodpornych przeprowadzone badania daly podobne wy-
niki (36). Nasuwa sie pytanie, czy istnieje prosta zaleznos¢ szybkosci
aktywacji kwasu glutaminowego od jego stezenia w puli aminokwasowej,
analogicznie do zaleznosci, jaka zachodzi pomiedzy stezeniem substratu,
a iloscig syntetyzowanego enzymu adaptywnego. Na podstawie przepro-
wadzonych oznaczen pormaiaru aktywacji kwasu glutaminowego (tab. 2)
dla Mycobact. hodowanego na podiozu Lowensteina takiej zaleznosci
nie stwierdzono,

Do ponizszych do$wiadczen uzyto Mycobact. phlei z podtoza plynnego
DGK. Stwierdzono bowiem weczeéniej (22), ze hodowle z podloza DGK

Tab. 6. Aktywacja kwasu glutaminowego i innych aminokwaséw przez bakterie
hodowane na podiozu syntetycznym
Activation of glutamic acid and other amino acids by bacteria cultured
on synthetic medium

Ilosé pM PP#
inkorp. w ATP/mg biatka/15 min.
Aminokwas
Wyniki poszczegéolnych Wartos¢
pomiaréw $rednia
kwas glutaminowy 0,22 0,23 0,20 0,18 0,21
leucyna 0,33 0,31 0,31 0,29 0,31
tyrozyna 0,25 0,24 0,27 0,27 0,26
kwas asparaginowy 0,09 0,08 0,07 0,07 0,08
asparagina 0,08 0,07 0,07 0,073
glutamina 0,07 0,06 0,08 0,07
préba kontrolna 0,07 0,06 0,05 0,06 0,07 0,062

Sklad mieszaniny inkubacyjnej — jak w tab. 1. Dokladne warunki do$wiad-
czenia podano w tekscie.
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zawieraja wieksze ilosci kwasu glutaminowego, niz analogiczne hodowle
z podloza Lowensteina. Doswiadczenia te mialy takze na celu poréwnanie
aktywacji aminokwaséw u bakterii z podloza DGK, z aktywacja u bak-
terii z pozywki Lowensteina.

W serii wstepnych prob przeprowadzono dos$wiadczenia nad optimum
pH dla aktywacji kwasu glutaminowego. Okazalo sie, ze aktywacja
kwasu glutaminowego byla tylko w nieznacznym stopniu zalezna od
pH w zakresie 5,8—8.0. W tabeli 6 podano wartosci liczbowe dla akty-
wacji kwasu glutaminowego przez frakcje pH 4,4 z bakterii hodowanych
na podlozu syntetycznym w poréwnaniu do aktywacji innych amino-
kwaséw. Nie stwierdzono wyraznych réznic w aktywacji kwasu gluta-
minowego i innych aminokwaséw w odniesieniu do bakterii hodowanych
na podiozu stalym Léwensteina.

VII Aktywacja aminokwas6w zwiazana z tworzeniem sig¢ estrow
fosforowych aminokwaséw

W ostatnich latach stwierdzono (2, 9, 10), ze u drobnoustrojéw akty-
wacja moze przebiegaé¢ z utworzeniem estréw fosforowych aminokwa-
s6w. Aktywacja taka zwigzana jest z enzymatyczng wymiang zachodzaca
pomiedzy ortofosforanem (P3%%), a ATP.

Wymiane te badanoc wg Cormierai Novelli'ego (9), uzywajac
ortofosforanu potasu pH 7,2 o aktywnosci 2,10° imp, /min./ pM P32, Po-
slugujac sie frakcjg pH 4,4 nie stwierdzono inkorporacji ortofosforanu
w ATP, tym samym proces aktywacji u Mycobact. nie biegnie przez
tworzenie sig¢ estrow aminokwasowych.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Istnieja duze rozbieznosci w literaturze na temat aktywacji poszcze-
golnych aminokwaséw, Zaréwno w tkankach zwierzecych, roslinnych,
jak i u drobnoustrojéw wiekszos¢ autoréw wykazuje aktywacje zaledwie
dla kilku aminokwasow.

Z przedstawionych wyzej danych wynika, ze u Muycobact. phlei
prawie wszystkie aminokwasy sa aktywowane, Zaznaczajg sie tu bardzo
wyraznie réznice w liczbie aktywowanych aminokwaséw przez ekstrakt
bakteryjny, oraz frakcje pH 4,4. Ekstrakt bakteryjny zdolny jest do
aktywowania tylko 5 aminokwaséw: leucyny, izoleucyny, waliny, i w
mniejszym stopniu tyrozyny i tryptofanu. Natomiast frakeja pH 4,4
aktywuje wszystkie pospolite aminokwasy z wyjatkiem proliny, aspa-
raginy i glutaminy.

Jak wykazaly wczesniejsze doswiadczenia, pratki kwasoodporne za-
wieraja duze iloci aminokwaséw wewnatrzkomoérkowych (12). Sa to:



Aktywacja aminokwaséw u Mycobacterium phlei 175

kwas glutaminowy, kwas asparaginowy, glicyna, alanina, seryna. W ma-
tych ilosciach wystepuja natomiast: leucyna — izoleucyna, walina, tyro-
zyna i tryptofan. Znaczne stezenia aminokwasow endogennych w ko-
morce, a takze w ekstraktach bakteryjnych moga byé jedng z przyczyn
braku aktywacji aminokwaséw wystepujacych w duzych ilosciach,
w przypadku badania tej reakcji w ekstrakcie bezkomoérkowym. Duze
stezenie endogennych aminokwaséw moga catkowicie nasyci¢ enzym,
stad tez dodatek aminokwaséw z zewnatrz nie zwieksza aktywacji.
Ogolnie przyjmuje sie, Ze stezenie aminokwasu, przy ktérym enzym
jest nasycony, jest bardzo male (13, 14). Nalezy tu doda¢, ze frakcja
pH 4,4 prawie nie zawierala aminokwasow.

Zastosowanie dializy do usuwania aminokwaséw z ekstraktu nie daje
rezultatéow ze wzgledu na inaktywacje enzymoéw aktywujacych. Niniej-
sze doswiadczenia nad dializg potwierdzily spostrzezenia innych auto-
row (24, 34, 39).

De Moss i Novelli (16) przeprowadzili rozlegte badania nad
aktywacja aminokwaséw u kilkunastu drobnoustrojéw. Stwierdzili, ze
tylko 8 aminokwaséw ulega aktywacji przez ekstrakty bakteryjne. Wy-
daje sie na podstawie przytoczonych wlasnych wynikéw, ze brak akty-
wacji pozostalych aminokwaséw w doswiadczeniach De Moss i No-
velli’go moégh byé spowodowany rowniez obecnoscig duzej ilosci en-
dogennych aminokwagéw. ’

W Scistym zwiazku z omawianymi zagadnieniami pozostajg pewne
obserwacje dotyczgce proby kontrolnej. Zaréwno dla surowego wyciagu
jak i frakcji pH 4,4 czy nawet czesciowo zageszczonego enzymu akty-
wujacego leucyne w niniejszej pracy préba kontrolna byla jednakowa
Swiadczy to, ze o wielkosci proby kontrolnej decyduja réwniez amino-
kwasy najprawdopodobniej zaadsorbowane na biatku. By¢ moze sam
enzym aktywujacy wigze pewna ilos¢ aminokwasu, ktéry uwalnia sie
dopiero w czasie inkubacji, Dlatego tez mozliwos¢ wykazania aktywacji
prawie dla wszystkich aminokwaséw we frakeji pH 4,4 zwigzana by-
laby z jednej strony z usunieciem wolnych aminokwaséw z preparatu,
z drugiej za$§ strony bylaby funkcjg zageszczania enzyméw aktywu-
jacych.

Istniejg jeszcze inne trudnosci w wykazywaniu aktywacji. Webster
podkresla, ze aktywacje mozna wykazaé zawsze, przeprowadzajgc
doswiadczenia w optymalnych warunkach pH dla kazdego enzy-
mu aktywujgcego (47). Tak np. dla aktywacji leucyny optymalne
pH w preparatach watroby wynosi 8,3, w nasionach groszku 7,8, nato-
miast w drozdzach 7,3. Nalezy podkre$li¢, ze autor badal aktywacje
na frakcjach wytrgconych w punkcie izoelektrycznym, a wiec na mate-
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riale zageszczonym i uwolnionym w znacznym stopniu od endogennych
aminokwasoéw,

Bardzo interesujgce badania przeprowadzono ostatnio (30) nad akty-
wacjg u E. coli. Stwierdzono mianowicie w debris komorkowym obecnoéé
wszystkich enzyméw aktywujgcych, podeczas gdy w ekstrakcie po
dezintegracji ultradzwickowej tylko kilka aminokwasow ulegalo akty-
wacji. Trudnosci ekstrakcji enzyméw aktywujacych moga byé jeszcze
jedna z przyczyn niepowodzen.

Przytoczone tutaj dane przemawiajg za istnieniem aktywacji wszyst-
kich aminokwasow. Przyczyny utrudniajgce tego rodzaju badania mogg
by¢ rozne w zaleznos$ci od badanego materialu. Pamieta¢ nalezy takze
o mozliwosci innej drogi aktywacji aminokwas6éw poprzez tworzenie
polgczen estrowych. U Mycobact, takiej aktywacji nie stwierdzono.

Czy duze wartosci aktywacji niektéorych aminokwaséw pozostaja
w Scistym zwigzku z iloscig aminokwasow wchodzgeych w sklad bialtek
pratka? Okazalo sig, ze takiej réownoleglosci nie ma. Z danych Sei-
bert i Fabrizio (41) wynika, ze kwas gluteminowy, kwas aspara-
ginowy, alanina, leucyna -— izoleucyna. walina i glicyna wystepujg
w biatkach pratka w duzych ilosciach. Tyrozyna natomiast w ilociach
§ladowych. Dla niektérych aminokwaséw aktywacja bytaby proporcjo-
nalna do ich stezenia dla wiekszosei jednak nie. Dla tyrozyny zalez-
no$¢ ta bylaby odwrotnie proporcjonalna. Brak jest réwniez prostej
zaleznosci pomiedzy stezeniem kwasu glutaminowego w puli wewnatrz-
komoérkowej, a jego aktywacja.

Przytoczone obserwacje pozwalajag mys$leé, Ze pewna grupa enzy-
méw (najbardziej akfywnych) wykazuje wieksza stabilno§¢. Brak jest
jednakze danych eksperymentalnych na temat trwalosci poszczegélnych
enzyméw aktywujacych.

Frzeprowadzone w niniejszej pracy doswiadczenia wykazuja akty-
wacje peptydow rowniez i u bakterii. Z badanych 3 peptydow leucy-
nowych peptyd leucylo-glicyna aktywowany byt w nieznacznym stop-
niu w peréwnaniu do aktywacji glicylo i alanylo-leucyny, oraz wolnej
leucyny. Przyczyna malej aktywacji tego peptydu mozie byé brak woi-
nej grupy karboksylowej leucyny. Swiadczyloby to, ze aktywacja pep-
tydow leucynowych katalizowana jest przez enzym aktywujacy leucy-
ne. Taki sam wniosek mozna wyciggna¢ z badan Tuboi i Huzino
(45) nad aktywacjg dwu- i tréojpeptydow przez frakcje pH & z watroby
golebia. Czy peptydy biorg bezposredni udzial w biosyntezie biatka
w obecnej chwili nie da sie z calg pewnoscig powiedzie¢ twierdzaco.
Potrzebne sg badania dalszych etapéw biosyntezy przy uzyciu pepty-
dow znacznych C ',

Ciekawie przedstawia sie zagadnienie rownowazno$ci wynikow
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w pomiarach aktywacji dokonywanej metodg hydroksamowsg i metoda
wymiany. Van De Ven i wspolpr. (49) stwierdzili dla kilkunasto-
krotnie oczyszczonego enzymu aktywujacego tyrozyne, roéwnowaznosé
pomiedzy iloscia powstajacego hydroksamianu tyrozyny, a iloscig in-
korporowanego pirofosforanu w ATP, Hoagland (26), Schweet
i inni (39) takiej réwnoleglosci wynikéw nie stwierdzili. Np. dla akty-
wacji tyrozyny przez enzym trzustkowy wymiana ATP-PP 3 jest czte-
rokrotnie wicksza niz ilosé powstajacego hydroksamianu tyrozyny
w roéwnolegle przeprowadzanych doswiadczeniach (39). W innych do-
swiadczeniach Schweet 1 Allen (40) wykazali, ze aktywnos$¢ wy-
miany jest okclo 10-krotnie wyzsza niz ilo§¢ powstajgcego hydroksa-
mianu we wszystkich stadiach oczyszczania enzymu tyrozynowego.

W niniejszej pracy przeprowadzono réwniez badania poréwnawcze
nad aktywacjg leucyny przez czeSciowo zageszczong frakcje enzyma-
tyczng. Zaobserwowano, ze ilos¢ tworzgcego sie hydroksamianu byta
i0-krotnie mniejsza niz odpowiednie wartosci dla wymiany ATP-PP %
Ogoélnie biorgc, dla poszczegélnych enzymoéw roéznice wynikéw sa nie-
jednakowe, ale charakterystyczne. Przyjmuje sie, ze produkt posredai
reakcji aktywacji, bezwodnik adenilowo-aminokwasowy jest nieenzy-
matycznie rozkladany przez NH;OH, Trwato$¢ wigzania aminokwasu
z AMP dla poszczegbdlnych potgczen aminokwasowo-adenilowych jest
rozna (40) i to jest powodem rozbieznosci w wynikach aktywacji mie-~
rzonych obiema metodami.

Powyzsze uwagi wazne sg z dwoch wzgledow: 1. Metoda hydroksa-
mowa jako malo specyficzna metoda nie odzwierciedla rzeczywistych
szybkosci aktywacji dla poszczegélnych aminokwaséw. Stad tez wyni-
ki uzyskiwane tg metodg moga budzi¢ czesto pewne watpliwosei. 2. Za-
stosowanie do pomiaréw wylacznie metody wymiany stanowi réwniez
pewne niebezpieczenstwo. Brak bowiem wymiany nie wyklucza jesz-
cze obecnosci enzymow aktywujgcych, aktywacja moze przebiegaé dro-
ga tworzenia estrow aminokwasowych. Pewniejsze wyniki mozZna uzy-
ska¢ jedynie przy stosowaniu obydwu metod mierzenia aktywacji.
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PE3IOME

Mertogom obmena ATP — PP 32 ycraHoBiseHo, uro ¢ppakuma pH 4,4,
nony4yaemaa ot Mycobacterium phlei, obiamaer cnocobGHOCTBIO aKTUBU-
poBaTh Bce OOBIKHOBEHHBIE AaMMHOKMCJIOTHL

IIyrem dpakKIMOHMPOBaHUA CEPHOKMCJILIM aMMOHMEM ¢epMeHT, ak-
TUBUPYIOIINI JeiimH, ObLT HECKOJBbKO pa3 cryuieH. OH XapaKTepusy-
erca JaabwibHOCTBIO, onTvMym pH xomebnerca B rpammnax 7,4—17,6.

O0Hapy:keHa aKTMBAlUMA JEHIMHOBBIX IENTUAOB JIeIuiI-IIMIMHA,
amaHUI-JAeIMHA M TIMLMI-JIENIMHA  (PepMEHTOM, AaKTUBUPYIOILMM
JeMINH.

ABTOpY He yZajloCh YCTAaHOBUTbH IIPAMOI 3aBUCMMOCTM MEXKAY KOH-
LeHTpalMeil aMMHOKKMCJIOT B 0eJKax I1aJI04KM BO BHYTPUKJIETOYHOM
Habope, ¥ UX aKTMBaIMeIl.

ABTOpOM TIpOM3BEAEHbI CPAaBHUTEJbLHBIE ONpefesieHMsa AaKTUBaAIMHU
¢ ITOMOIIBIO TMAPOCKMCMOBOTO MetoAa. IlosrydeHHEBle pe3yJsbTaThI MOJABEP-
THYTBI OOCYyKAEHUIO.

Ta6n. 1. AkrtHBauHsd aMHHOKHCJOT CHIDHM GaKTepHAaJIbHBIM 3SKCTPAKTOM.
Ta6n. 2. AxkrHBauuss aMHMOKHcJoOT dpakuuedr pH 4,4

Ta6n. 3. Axkruauus JefluyHa pasNHYHBIMH 3H3UMATHUECKHMH (pPaKilHsSIMH.
Ta6n. 4, AxkTuBauMs JNeiilllHa Ha OCHOBAHHHM ONpejeseHHfi THAPOKCAMOTA.

Ta6a. 5. AkTuBalHs NeNTHAOB MEHLHHOBHIM (EePMEHTOM.

Ta6n. 6. AxTuBaUHA [IJIOTAMHHOBOH KHCJOTH M JAPYrHX aMHHOKMCJIOT GakrepHs-
MH, KyJbTHBHDOBAHULIMH Ha CHHTeTHUecKoM cyG6crparte.

Puc. 1. 3aBucumoctb Mexay pH HMHKyGaUHOHHO# cMecH M aKTUBalMeH JefnHHa.

SUMMARY

It was found by the method of exchange ATP-PP* that the pH 4.4
fraction ohtained from Mycobacterium phlei is able to activate all
common amino acids.

By fractionation .with ammonium sulphate, the author obtained ma-
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nifold concentralion of an enzyme which activates leucine, The enzyme
is labile, the optimum pH is 7.4—7.6.

Activation by the leucine-activating enzyme of the following leucine
peptides was demonstrated: leucylo-glycine, alanylo-leucine and glycilo-
leucine.

It was not possible to demonstrate a simple correlation between
the concentration of amino acids in the proteins of the bacterium or
in the intracellular pool, and their activation.

Comparative estimations of the activation were carried out by the
hydroxam method, and the results are discussed.
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