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Obecnosé dwoch form syntetaz glutainylo-tRNA i asparagilo-tRNA
w moézgu i watrobie *

Hananuue aByx ¢popMm cunreras rapotamuiao-tPHK u acnaparmno-tPHK
B MO3Ty M NeYEeHU

Two Forms of Glutamyl-tRNA and Aspartyl-tRNA Synthetases from Liver
and Brain*

Pojawily sie ostatnio w pi§miennictwie doniesienia o wystepowaniu syntetaz ami-
noacylo-tRNA w formach ro6znigeych sie masg czgsteczkowg oraz niektérymi. wias-
no$ciami (4, 5, 9, 10, 12, 14). Istnieje mozliwoéé, ze regulacja translacji w procesie
biosyntezy bialka moze odbywaé¢ sie miedzy innymi na etapie powstawania amino-
acylo-tRNA przy udziale ré6znych form syntetaz aminoacylo-tRNA (5).

W naszych dotychczasowych badaniach nad syntetazg glutaminianowg (Glu-tRNA)
pochodzenia zwierzecego znajdowaliSmy aktywno$§é enzymatyczng we frakcjach za-
wierajacych biatka o réznigcej sie znacznie masie czgsteczkowej (3). W niniejszej
pracy podjeto probe poréwnania aktywnos$ci aminoacylo-tRNA syntetazowej dla kwa-
sébw glutaminowego i asparaginowego we frakcjach otrzymanych z cytozolu watro-
by i mézgu metodg sita molekularnego (Sephadex G-200).

MATERIAL I METODY

Doéwiadczenia przeprowadzano na watrobie i moézgu krélikéw i cielgt. Narzady
preparowano natychmiast po zabiciu zwierzecia i poddawano dalszej obrébce zaraz
lub po kilkugodzinnym przetrzymywaniu w lodzie. Narzagdy homogenizowano w ho-
mogenizatorze szklanym typu Potter w piynie o skiadzie: 0,05 M bufor Tris-Cl pH 7,4,
0,25 M sacharoza, 6 mM 2-merkaptoetanol — w stosunku 1 g tkanki na 2 ml plynu.
Wszystkie czynnoS$ci przeprowadzano w temp. ok. 4°C. Homogenat wirowano 20 min.

* Praca wykonywana w ramach problemu weztowego 09.7.1. koordynowanego
przez Polskg Akademi¢ Nauk.

* This work was supported by the Polish Academy of Sciences within the
Project 09.7.1.
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przy 20000Xg, osad wyrzucano, supernatant wirowano ponownie przy 105000Xg
w czasie 90 min. w celu otrzymania supernatantu postmikrosomalnego.

Aktywno$§é aminoacylo-tRNA syntetazowg oznaczano na zasadzie pomiaru za-
leznej od aminokwasu wymiany PP;-ATP metoda Lemoine’a i wsp. (7). Miesza-
nina reakcyjna zawierala w 1 ml: 100 pmoli buforu Tris-Cl pH 8,0, 5 umoli MgCl,,
10 pmoli NaF, 10 pymoli 2-merkaptoetanolu, 2 pmole ATP, 2 umole aminokwasu,
2 pmole [3?P] Na,P;O; (ok. 1 uCi) oraz 25—100 pg preparatu enzymatycznego. In-
kubacje prowadzono 20 min. w temp. 37°C. Radioaktywno§é prébek mierzono w licz-
niku scyntylacyjnym z wydajno$cig ok. 95%. Jednostke aktywno$ci enzymatycznej
definiowano jako taka ilo§¢ enzymu, ktéra powoduje inkorporacje 1 hanomola [32P]
PP; do ATP w czasie 1 min. w warunkach pomiaru. Slepa proba nie zawieraia ami-
nokwasu. Biatko oznaczano metodg Lowry i wsp. (8).

Odczynniki: [*®P] Na,P;0; firmy The Radiochemical Center — Amersham;
Sephadex G-200 firmy Pharmacia; Tris, ATP, 2-merkaptoetanol, kwas glutaminowy
i asparaginowy firmy Calbiochem; pozostale odczynniki — POCH, Gliwice.

Supernatant postrybosomalny z watroby i mézgu frakcjonowano na zelu Sepha-
dex G-200 (kolumna o wymiarach 1,8X85 cm). Do rébwnowazenia i elucji stuzyt bu-
for o skladzie: 0,06 M Tris-Cl pH 7,4, 1 mM MgCl,, 6 mM 2-merkaptoetanolu, 10%
glicerolu. Jednorazowo podawano na kolumne 2 m! (20—40 mg bialka) preparatu.
Zbierano 3 ml porcje eluatu, w ktérych oznaczano stezenie bialka oraz aktywno$§é
syntetaz glutamylo- oraz asparagilo-tRNA.

WYNIKI BADAN

Na wstepie ustalono optymalne warunki pomiaru aktywnosci amino-
acylo-tRNA syntetazowej. Optimum pH dla reakcji wymiany PP; — ATP
wynosi ok. 8 dla obydwu badanych enzyméw (ryc. 1). W czasie 0—30 min.
istnieje liniowa zalezno$¢ narastania pietna izotopowego ATP od czasu

A " Ryc. 1. Inkorporacja [**P] PP; do ATP
me./mun.x'IO w obecno$ci syntetazy aminoacylo-tRNA
00 z watroby krélika w zaleino$ci od pH
5 ;' : mieszaniny reakcyjnej; bufory: Tris-~

o--o0 —1 It -maleinian potasu: pH 5,5—1,0; Tris-Cl:
Al XX — ] II * pH 74—8,3. 1 — w obecnofci kwasu
! glutaminowego, 2 — w obecno$ci kwa-
su asparaginowego; enzym frakcjono-
3 A\ wano na zelu Sephadex G-200 (prob6w-
£io% ka nr 55 — ryc. 3)
/i \ Effect of pH on the incorporation of
J [**P] PP; into ATP in the presence of
i aminoacyl-tRNA synthetase from rabbit
41 Vad / liver; buffers: Tris-potassium maleate:

S X pH 55—7.0; Tris-Cl: pH 74—83; 1 —
o for glutamic acid, 2 — for aspartic acid;
the preparation was fractionated on
Sephadex G-200 column (sample No. 55

— Fig. 3)
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w warunkach pomiaru (ryc. 2). Stwierdzono, Ze pozbawienie mieszaniny
reakcyjnej ATP lub preparatu enzymatycznego daje niemal ten sam wy-
nik rzedu 2000 imp./min. Jezeli brak w mieszaninie reakcyjnej amino-
kwasu, to otrzymuje si¢ wynik prawie dwa razy wyzszy (tab. 1).

me./mt;n, x40
Ryc. 2. Kinetyka inkorporacji [*2P] PP,
do ATP w obecnoSci syntetazy gluta- 3t
mylo-tRNA z watroby krélika; enzym
frakcjonowano na zelu Sephadex G-200

(prob6wka nr 55 — ryc. 3) 2r
Kinetics of the incorporation of [P]
PP; into ATP in the presence of ami- 1t

noacyl-tRNA synthetase from rabbit
liver; the preparation was fractionated

on Sephadex G-200 column (sample No. . " -
55 — Fig. 3) 10 20 30 min.

Badania wykazaly, ze frakcjonowanie supernatantu postmikrosomal-
nego z watroby i mézgu na zelu Sephadex G-200 pozwala otrzymaé
aktywnos¢ syntetaz glutamylo- i asparagilo-tRNA rozmieszczong w dwéch
oddalonych od siebie szczytach, z ktorych pierwszy wyplywa w objetos-
ci zerowej kolumny, nastepny w miejscu odpowiadajgcym masie czg-
steczkowej hemoglobiny. W obydwu szczytach aktywnosci wlasciwe syn-
tetazy glutamylo-tRNA przewyzszaly przeszlo dwukrotnie odpowiednie
aktywnosci syntetazy asparagilo-tRNA, tak w preparatach z watroby, jak
i z moézgu. W preparatach mézgowych aktywnos¢ syntetazy glutamylo-
tRNA obydwu szczytow byla tego samego rzedu, podczas gdy aktywnose
syntetazy asparagilo-tRNA pierwszego szczytu przewyzszala wyraznie od-
powiednig aktywno$¢ w drugim szczycie. W preparatach watrobowych
znajdowano w drugim szczycie (w porownaniu z pierwszym) nizsze aktyw-
nosci syntetazy glutamylo-tRNA, za$ kilkakrotnie wyzsze syntetazy aspa-
ragilo-tRNA (ryc. 3).

DYSKUSJA

Pomiar wymiany PP;—ATP katalizowany przez syntetaze aminoacy-
lo-tRNA przeprowadzany jest przewaznie w buforze Tris-Cl pH 7,4—1,6
(7, 9, 10, 14, 15). Optimum pH dla tej reakcji zaleze¢ moze od rodzaju
enzymu i od aminokwasu. W badaniach wlasnych (ryc. 1) wykazano, ze
w reakcjach katalizowanych przez syntetazy glutaminianowsg i asparagi-
nianowg watroby i mézgu optimum pH wynosi ok. 8,0.
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Tab. 1. Wptyw skladu mieszaniny reakcyjnej na aktywno$é syntetaz glutamylo-tRNA
i asparagilo-tRNA
Effect of the reaction mixture composition on the activity of glutamyl-tRNA and
aspartyl-tRNA synthetases from rabbit liver

Skiad . .
mieszaniny reakcyjnej [**P] ATP imp./min.
Pelny 31060 (Glu) 20 380 (Asp)
—Preparat enzymatyczny * 1950
—Aminokwas 4020
—ATP 2052

* Preparat enzymatyczny z watroby kroélika frakcjonowany na zelu Sephadex
G-200 (probbwka 55 — ryc. 3).

* The preparation was fractionated on Sephadex G-200 column (sample No. 55
— Fig. 3).

Reakcja katalizowana przez syntetazy aminoacylo-tRNA przebiega w
kilku etapach. Dla wiekszo$ci tych enzyméw udalo sie udowodnié istnie-
nie dwoéch etapow: *

I. E+ ATP+aa= E—aa—AMP+PP;
II. E—aa—AMP+tRNA == aa—tRNA+E+ AMP

Pomiar aktywnosci enzyméw w badaniach wiasnych prowadzono
w oparciu o etap I reakcji. Wyniki zamieszczone w tab. 1 wskazuja, ze
pominiecie w skladzie mieszaniny reakcyjnej aminokwasu lub ATP daje
niejednakowy poziom radioaktywnoS$ci probki, prawie dwukrotnie wyz-
szy w przypadku pominiecia aminokwasu. Prawdopodobnie spowodowane
jest to obecnoscig niewielkich ilosci aminokwaséw endogennych w bada-
nych preparatach biatkowych. Dodanie tRNA do mieszaniny reakeyjnej
0 pelnym skladzie (dane nie zamieszczone) powodowalo wyraZne obnize-
nie inkorporacji PP; do ATP. Nalezy wnosi¢, ze reakcja katalizowana
przez badane syntetazy aa-tRNA przebiega co najmniej w dwu etapach.

Jak wynika z ryc. 3, rozfrakcjonowanie postmikrosomalnego cytozolu
watroby 1 mézgu na zelu Sephadex G-200 daje dwa szczyty aktywnosei
aa-tRNA syntetazowej dla obydwu badanych enzyméw. W pierwszym
szczycie, ktory pojawia sie w objetosci zerowej kolumny, co odpowiada
masie czgsteczkowej powyzej 500 000, mogly sie znajdowaé wysokoczg-
steczkowe kompleksy syntetaz, funkcjonujace w procesie biosyntezy bial-
ka. W sklad tych komplekséw wchedzg prawdopodobnie komponenty
kwaséw nukleinowych, o czym $wiadczy wysoki stosunek absorpeji
Aggo/Ajg (3). Liczni autorzy (1, 2, 6, 11, 15) znajdowali podobne kompleksy

* Stosowane skroty: E — enzym; aa — aminokwas; aa-tRNA — aminoacylo-
-tRNA; PP; — nieorganiczny pirofosforan.
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Ryc. 3. Rozmieszceenie aktywnobci wilaSciwej syntetaz aminoacylo-tENA w réznych
frakcjach postmikrosomalnego supernatantu (A) watroby krolika, (B) mézgu cielg-
cia; frakcje uzyskiwano w wyniku sgczenia przez zel Sephadex G-200; 1 — stezenie
bialka, 2 — aktywno$§é oznaczana w obecnoéci kwasu glutaminowego, 3 — aktywnosé
oznaczana w obecno$ci kwasu asparaginowego
Specific activity of aminoacyl-tRNA synthetases in various fractions of the post-
microsomal supernatant of (A) rabbit liver, (B) calf brain; the fractions were obtained
by gel filtration on Sephadex G-200; 1 — protein concentration, 2 — glutamyl-tRNA
synthetase activity, 3 — aspartyl-tRNA synthetase activity

w preparatach zwierzecych. Vannegoor i Bloemendal (15) izo-
lowali z watroby szczura kompleks, ktory wystepowal w postmikroso-
malnym supernatancie w postaci okreslonych morfologicznie czasteczek
(particles) zawierajgcych syntetazy aminoacylo-tRNA: glutaminianows,
leucynows, izoleucynows, lizynows i metioninows. Ponadto znajdowali
powyzsze enzymy w cytozolu w formie wolnej.
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Hele i Herbert (6) izolowali z gruczolu mlecznego szczura wy-
sokoczgsteczkowy kompleks, zawierajagcy 8 syntetaz o masie czgsteczko-
wej 3X108, zlokalizowany w czastkach (particles) otrzymywanych z su-
pernatantu postmikrosomalnego. Kompleks zawieral cholesterol oraz RNA
(ok. 4%). Roberts i Olsen (11) w wyniku wirowania w gradiencie
sacharozy supernatantu z komérek raka wysiekowego Ehrlicha otrzymy-
wali 2, a dla niektérych enzymoéw nawet 3 szczyty aktywnosci aa-tRNA
syntetazowej dla 9 badanych aminokwaséw. Autorzy utrzymujg, Ze na-
tywna postacig syntetaz jest ich forma skompleksowana; forma wolna
pojawia sie dopiero w czasie preparacji. Stosowana w badaniach wlas-
nych homogenizacja materialu przy uzyciu homogenizatora szklanego
o gladkich $ciankach i teflonowego pistla, nastepnie wirowanie i bezpo-
Srednie sgczenie supernatantu postmikrosomalnego przez zel dekstrano-
wy — to bardzo lagodne warunki preparacyjne i wydaje sie mato praw-
dopodobne, aby forma lzejsza byla produktem rozbicia pierwotnego kom-
pleksu. Wydaje sie, ze obydwie postacie badanych syntetaz wystepuja
in vivo.

Surguchov i Surguchova (14) otrzymali z Bacillus brevis
2 formy syntetazy glicylo-tRNA o masie czgsteczkowej 226 000 i 66 000,
z ktérych obydwie katalizowaly pierwszy etap reakeji, a jedynie forma
0 wyzszej masie czgsteczkowej byla zdolna do aminoacylacji tRNA. Na-
sze obecne i poprzednie (3) badania wskazujg, ze obydwie formy synte-
tazy glutaminianowej i prawdopodobnie asparaginianowej zdolne sg do
katalizowania obydwu etapéw reakeji.

Wnioski

1. W postmikrosomalnym supernatancie homogenatu watroby kréli-
ka i mézgu cielecia rozdzielanym na zelu Sephadex G-200 wykazano obec-
no$¢ aktywnosci syntetaz glutamylo-tRNA i asparagilo-tRNA w dwoch
frakcjach. Masa czgsteczkowa jednej frakeji odpowiadala masie czastecz-
kowej hemoglobiny, druga frakcja wykazywala mase czasteczkowg prze-
wyzszajacg 500 000 daltonow.

2. W obydwu frakcjach aktywnos¢ wlasciwa syntetazy glutamylo-
-tRNA przewyzszala przeszto dwukrotnie odpowiednie aktywno$ci syn-
tetazy asparagilo-tRNA i to zar6wno w preparatach mézgowych, jak i wa-
trobowych. W preparatach otrzymanych z moézgu aktywnos¢ syntetazy
glutamylo-tRNA obydwu frakeji byla tego samego rzedu, podczas gdy
aktywno$¢ syntetazy asparagilo-tRNA w pierwszej frakeji przewyzszala
aktywnos¢ w drugiej frakeji.
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3. Pomiary aktywnosci syntetaz glutamylo-tRNA i asparagilo-tRNA
prowadzone w oparciu o reakcje wymiany PP,—ATP w pelni potwierdza-
ja sugestie wysuniete wczesniej na podstawie badania wigzania [C] glu-
taminianu do tRNA w odniesieniu do wystepowania dwéch form enzymu
w cytozolu preparatéw zwierzecych. Optimum pH reakeji wymiany
PP,—ATP wynosi 8,0 dla obydwu badanych enzyméw. Przedyskutowano
mozliwos¢ wystepowania badanych syntetaz w moézgu i w watrobie w
formie wolnej oraz w formie komplekséw wieloenzymatycznych.

PISMIENNICTWO

1. Bandyopadhyay A. K, Deutscher M. P.: J. Mol, Biol. 60, 113—122,
1971.
2. Berg B. H.: Biochim. Biophys. Acta 395, 173—178, 1975.
3. Berbeé H, Borkowski T.. Charakterystyka glutamylo-tRNA syntetazy
watrobowej, — Zalgcznik do Raportu nr 1 (1976 r.) Temat: 09.7.1.2.3., PAN.
4, Dittgen, R. M, Leberman R.. Hoppe-Seyler’'s Z. Physiol. Chem. 357,
543—551, 1976.
5. Francis T. A, Nagel G. M.: Biochem. Biophys. Res. Comm. 70, 862—868,
1976.
6. Hele P, Herbert L.: Biochim. Biophys. Acta 479, 311—321, 1977.
7. LemoineF,, Waller J. P, van Rapenbush R.: Eur. J. Biochem. 4, 213—
221, 1968.
8. Lowry O. H, Rosebrough N. J, Farr A. L, Randall R. J.: J. Biol.
Chem. 193, 265—275, 1951,
9. Rouget P, Chapeville G.: Eur. J. Biochem. 23, 452—458, 1971.
10. Rouget P, Chapeville G.: Eur. J. Biochem. 23, 459—467, 1971.
11. Roberts W. K, Olsen M. L.: Biochim. Biophys. Acta 454, 480—492, 1976.
12. Rymo L, Lundvik L, Lagerkvist U.: J. Biol. Chem. 247, 3888—3899,
1972,
13. Sein K. T, Baéarevié¢ A, Kanazir D.:Analyt. Biochem. 28, 65—69,
1969.
14. Surguchov A P, Surguchova I. G.. Eur. J. Biochem. 54, 175—184,
1975.
15. Vennegoor C, Bloemendal H.: Eur. J. Biochem. 26, 462—473, 1972,

Otrzymano 31 X 1978.

PE3IOME

Obnapymxeno Hanamyme ABYX ¢opMm cuHTeras rmortammio-TPHK u acnaparuino-
-TPHK oTangarlommxca MeXZy cof0¥ Maccoif 4HacTHIl B NOCTMMKDOCOMAaIbHOM cy-
NepHaTaHTe NeYeHu M MO3ra (hpPaKUMOHMPOBAHHBIM C IIOMOILIBIO KOJIOHH C cedanexcom
G-200. AxrumBHOcTM Of6omMx chopM cuuTeraz raroramuio-TPHK noutH mnpeBbmuajn
ABOEKPAaTHO COOTBETCTBYIOLIME aKTUBHOCTM cMHTeTa3bl acnaparuiao-rPHK. Breina 06-
CyZJeHa BO3MOXKHOCTEL BBICTYIJIEHMA MCCIENOBAHHBIX CHMHTETA3 B MO3TY M IIEUEHH
B cBoGoxnoit chopMe, a Takke B BuAE IOJMIH3MMATHMUECKMX KOMIIJIEKCOB.
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