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Wielkoczasteczkowe postacie syntetaz aminoacylo-tRNA w organizmach
zwierzecych. Czes$¢ I. Wielkos¢ i sklad enzymatyczny wielkoczasteczkowego
kompleksu syntetazowego z cytosolu watroby krélika

High-Molecular Weight Forms of Aminoacyl-tRNA Synthetases in Animal Organisms.
Part I. Size and Enzymatic Composition of the High-Molecular-Weight
Synthetase Complex from Rabbit Liver Cytosole

WSTEP

Syntetazy aminoacylo-tRNA naleza do najwazniejszych elementéw komor-
kowej maszynerii syntetyzujacej biatko. Stwierdzono, ze w niektdrych organiz-
mach wystepuja wielkoczasteczkowe kompleksy syntetazowe, ktore zawieraja
obok syntetaz aminoacylo-tRNA takze inne bialka oraz skladniki nie bedace
biatkami (1). W oczyszczonych preparatach komplekséw otrzymanych z watro-
by krélika, szczura i owcy znajdowano 7—9 syntetaz aminoacylo-tRNA (2—4).
Na podstawie doswiadczen prowadzonych w naszej pracowni (5) mozna sadzié,
ze opisywane (1, 3, 4) oczyszczone kompleksy nie maja cech natywnych, choé
funkcjonuja w komorce, lecz sa tworami znieksztalconymi na skutek degradacji
zachodzacej w trakcie czyszczenia.

Celem badan bylo scharakteryzowanie natywnego kompleksu syntetazowego
z cytosolu watroby krélika, otrzymanego z zastosowaniem mozliwie najlagod-
niejszych technik preparacyjnych.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania prowadzono na krdlikach (samicach rasy ,.francuski szampanski”). Przygotowanie
materiatu, chromatografie typu sita molekularnego, oznaczanie aktywnosci enzymow i stezenia
biatka przeprowadzano w sposdb opisany wczesniej (6). Wirowanie w gradiencie ggstosci glicerolu
wykonywano wedlug Martina i Amesa (7). Do kalibracji kolumn chromatograficznych
uzyto nastepujacych wzorcédw (stosowanych oddzielnie). ferrytyny — Mr = 450000, katalazy
— Mr = 240000, albuminy surowicy wolowej — Mr = 67 000, hemoglobiny — Mr = 68 000 oraz
2,4-dinitrofenolu (do wyznaczania obj¢tosci roboczej kolumn).
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Procentowa aktywnos¢ danej syntetazy skompleksowanej (PC) w odniesieniu do aktywnosci
catkowitej w cytosolu obliczano na podstawie zawartosci biatka we frakcji wielkoczasteczkowej
eluatu z kolumny (6) wedlug nast¢gpujacego wzoru:

_ HxBh
C

gdzie H — aktywnos¢ wlasciwa we frakcji wielkoczasteczkowej, Bh — procentowa zawartosé biatka
we frakeji wielkoczasteczkowej, C — aktywnos¢ catkowita w cytosolu.
Do badan uzywano odczynnikow wysokiej czystosci zgodnie z tym, co podano wczesniej (6).
Radioizotopy. Aminokwasy firmy The Radiochemical Centre, Amersham: L-U['*C] asparagi-
na, glutamina, metionina, L-{*#C] metylenotryptofan, aktywnosé wiasciwa 50 Ci/mol oraz L-U{!4C]
chlorowodorek cysteiny, aktywnos¢ wlasciwa 27 Ci/mol. Pozostale aminokwasy L-U['4C], aktyw-
nos¢ whasciwa 50—240 Ci/mol -— firmy UVVVR, Czechostowacja.

PC

WYNIKI I DYSKUSJA

Przed przystapieniem do prezentowanych badan przeprowadzono prdoby
majace na celu znalezienie najlagodniejszej techniki umozliwiajacej otrzymanie
kompleksow syntetazowych. Wyprébowano chromatografi¢ na réznych zelach
polisacharydowych, wirowanie w gradiencie gestosci glicerolu i sacharozy oraz
precypitacj¢ z uzyciem glikolu polietylenowego. Saczenie przez kolumny z zelem
Bio-Gel A-5m okazalo si¢-technika najbardziej przydatna (dokumentacji nie
przytoczono).

W wyniku saczenia cytosolu z watroby krélika przez kolumny agarozowe
Bio-Gel A-5m otrzymuje si¢ dwa szczyty aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA
(6). Pierwszy szczyt aktywnosci wskazuje miejsce elucji kompleksu syntetazowe-
go, drugi wyznacza miejsce elucji enzymdéw wolnych. Analizujac profile elugji
wszystkich 20 syntetaz w pierwszym szczycie aktywnosci znaleziono aktywnos¢
15 enzymoéw (ryc. 1). Na uwage zastuguje w pelni symetryczne roziozenie
oznaczanych aktywnosci. Symetryczny rozklad aktywnosci syntetaz jest dowo-
dem na to, ze enzymy te znajduja si¢ w jednym kompleksie. Na podstawie
wzorcdw uzytych do kalibracji kolumny wielkos¢ eluowanego kompleksu
syntetazowego z watroby krolika mozna ocenié na ok. 4000 kDa. Szczyty elugji
wolnych syntetaz arginylo- i lizylo-tRNA z cytosolu watroby krélika od-
powiadaly masom ok. 60 i 120 kDa. Wielkosci te sa zblizone do danych
podawanych w pismiennictwie dla bakterii, drozdzy i ssakow (8).

W wyniku wirowania cytosolu z watroby krolika w liniowym gradiencie
gestosci glicerolu wedtug Martina i Amesa (7) uzyskano frakcje biatkowe,
wérdd ktorych syntetazy aminoacylo-tRNA tworza dwa szczyty aktywnosci
(ryc. 2). Wsrdod 24 frakcji, odbieranych od gory probdowki po wirowaniu, na
poczatku znajduja si¢ biatka o niskiej gestosci. Wsrod nich obserwuje sie
wyrazny szczyt aktywnosci syntetazy arginylo-tRNA i szczatkowa aktywnosé
syntetazy lizylo-tRNA. Wérod biatek o wysokiej gestosci widoczne sa wyrazne,
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Ryc. 1. Syntetazy aminoacylo-tRNA z cytosolu
watroby krolika eluowane z kolumny Bio-Gel
A-5m w obszarze bialek wielkoczasteczkowych
(6). Na kolumng (2,6 x 42 cm) podawano 2 mi
cytosolu (54 mg biatka). W eluowanych frak-
cjach (3,1 ml) oznaczano biatko oraz aktywnosé
syntetaz aminoacylo-tRNA
Aminoacyl-tRNA synthetases of rabbit liver
cytosol eluted from the Bio-Gel A-5m column in
the high-molecular-weight protein region (6).
2 ml (54 mg protein) of cytosol was applied on
the column (2.6 x 42 cm). In the eluted fractions
(3.1 ml), protein and aminoacyl-tRNA synthe-
tase activities were determined
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Ryc. 2. Wlasciwosci sedymentacyjne syntetaz
aminoacylo-tRNA z cytosolu watroby krolika.
Probke cytosolu (0,1 ml, 3 mg biatka) nanoszono
na liniowy gradient stgZenia glicerolu (5 ml,
10—30% glicerolu). Wirowano 10 godzin przy
35000 obr./min w wiréwce VAC-602. W od-
bieranych od gory frakcjach (0,22 ml) oznaczano
aktywnos$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA. Bial-
ka wzorcowe: 1 — BSA (4,5 S), 2 — katalaza
(11,3 8)
Sedimentation properties of rabbit liver cytosol
aminoacyl-tRNA synthetases. An aliquot (0.1
ml, 3 mg protein) was applied on the glycerol
gradient (5 ml, 10—30% of glycerol). After 10
hrs of centrifugation (35000 rpm in the VAC-
-602 centrifuge). 0.22 ml portions of the super-
natant were collected in which protein and
aminoacyl-tRNA synthetase activities were de-
termined. Protein standards: 1 — BSA (4.5 S),
2 — catalase (11.3 S)

pokrywajace si¢ szczyty aktywnosci obydwu syntetaz. Drugi szczyt aktywnosci
wskazuje lokalizacj¢ kompleksu syntetazowego. Uzyte wzorce pozwalaja na
przyblizong oceng stalej sedymentacji dla wolnej syntetazy arginylo-tRNA i dla
kompleksu syntetazowego na kolejno ok. 7 Si ok. 19 S.

Wyniki oznaczen aktywnosci wszystkich 20 syntetaz aminoacylo-tRNA we
frakcjach eluatu z kolumny Bio-Gel A-5m cytosolu z watroby krolika ze-
stawiono w tab. 1. W skladzie kompleksu syntetazowego (pierwszy szczyt
aktywnosci) znaleziono aktywnosci 15 syntetaz aminoacylo-tRNA: arginylowej,
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Tab. 1. Aktywnosci catkowite syntetaz aminoacylo-tRNA oraz aktywnosci syntetaz skomple-
ksowanych w cytosolu watroby krolika
Total activities of aminoacyl-tRNA synthetases and the activities of the complexed synthetases in
rabbit liver cytosole

Syntetaza | Aktywnos¢ Syntetazy skompleksowane*

specyficzna | catkowita

dla amino- | w cytosolu H PH PC
kwasu U/mg U/mg % %
Ala 31,1 0 0 0
Arg 174,9 455,7 21,1 42,7
Asn 64,9 166,3 7,7 42,0
Asp 21,7 65,7 3,0 49,7
Cys 10,0 38,3 1,8 62,8
Gly 45,7 0 0 0
Gin 10,8 52,0 24 79,0
Glu 11,4 53,4 2,5 76,8
His 4,6 0 0 0
Ile 21,7 28,2 1,3 21,3
Leu 45,1 159,7 7,4 58,1
Lys 150,8 824,6 38,2 89,7
Met 41,7 95,4 44 37,5
Phe 27,4 73,1 34 438
Pro 13,4 60,0 2,8 73,4
Ser 35,7 0 0 0
Thr 11,1 0 0 0
Trp 30,9 17,4 0,8 9,2
Tyr 20,6 38,3 1,8 30,5
Val 42,0 30,3 1,4 11,8

* H — aktywnosé wlasciwa we frakcji wielkoczasteczkowej eluatu. PH — procentowa

aktywnosé danej syntetazy skompleksowanej w odniesieniu do sumy aktywnosci wszystkich syntetaz
skompleksowanych. PC -— procentowa aktywnos¢ danej syntetazy skompleksowanej w odniesieniu
do aktywnosci catkowitej cytosolu. Frakcja wielkoczasteczkowa zawierata 16,4% biatka cytosolu.
Wyniki sa $rednimi z trzech pomiaréw (odchylenie standardowe nie przekraczato 10%).

* H — specific activity in the high-molecular-weight fraction of the eluate. PH — percentage
activity of the given complexed synthetase in the sum of activities of all complexed synthetases in
cytosole. PC — percentage activity of the given complexed synthetase in the total cytosole activity.
The high-molecular-weight fraction contained 16.4% of the cytosole protein. The results are mean
values of three determinations (standard deviation did not exceed 10%).

asparaginylowej, asparaginowej, cysteinylowej, glutaminylowej, glutamylowej,
izoleucylowej, leucylowej, lizylowej, metionylowej, fenyloalanylowej, prolilowej,
tryptofanylowej, tyrozylowej i walilowej. Najwyzsza aktywnos$¢ w skladzie
kompleksu wykazywaly syntetazy lizylo- i arginylo-, najnizsza tryptofanylo-
11zoleucylo-tRNA. Te dwa ostatnie enzymy obejmowaly razem zaledwie ok. 2%
aktywnoscicatkowitej kompleksu. Wszystkie syntetazy, ktore znaleziono w skia-
dzie kompleksu syntetazowego, wystgpowaly takze poza kompleksem w cyto-
solu. Najwyzszy wskaznik PC wykazywala syntetaza lizylo-tRNA — niemal
90% enzymu znajdowalo si¢ w kompleksie. Najnizszy wskaznik PC stwierdzono
dla syntetaz tryptofanylo- i walilo-tRNA — tylko ok. 10%. Obok syntetazy
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lizylo-tRNA dalszych 5 syntetaz wystgpowalo w wigkszej czesci w postaci
skompleksowanej niz wolnej. Byly to syntetazy specyficzne dla glutaminy, kwasu
glutaminowego, proliny, cysteiny i leucyny.

Najwyzsza catkowita aktywnos$é w cytosolu z watroby krolika wykazywaly
syntetazy arginylo-ilizylo-tRNA. Aktywnosé ich przewyzszala niemal 3-krotnie
aktywnos¢ kolejnych syntetaz wykazujacych wysokie aktywnosci. Najnizsze
aktywnosci stwierdzono dla syntetaz histydylo- i cysteinylo-tRNA.

Na uwage zastluguje fakt, ze wszystkie enzymy, ktore znajdowano we frakcji
wielkoczasteczkowej, wystepowaly takze poza ta frakcja jako enzymy wolne.
W odniesieniu do niektérych syntetaz zdecydowana czegs$¢ ich aktywnosci
znajdowata si¢ we frakcji wielkoczasteczkowej (patrz PC dla syntetazy lizylo-
-tRNA). Brak jest jednomysInosci co do ilosci syntetaz aminoacylo-tRNA
znajdujacych si¢ w natywnych kompleksach syntetazowych (1). W kompleksach
nie oczyszczonych znajdowano wigcej enzymow niz w kompleksach wysoko
oczyszczonych. Z narzadow krélika (2), szczura (3) i owcy (4) otrzymywano
oczyszczone preparaty kompleksow syntetazowych, w ktorych znajdowano
7—9 syntetaz aminoacylo-tRNA. Nasze wczesniejsze badania (5) oraz sugestie
niektdrych autorow wskazuja, ze natywne kompleksy zbudowane sa z liczby
enzymow wigkszej niz 9. Wyniki zaprezentowane obecnie wskazuja, Ze natywny
kompleks zawarty w cytosolu z watroby krélika obejmuje 15 syntetaz amino-
acylo-tRNA.

Niektérzy (3, 9) wykrywali kilka réznych wielkoczasteczkowych kompleksow
syntetazowych w cytosolu z watroby szczura. Doniesienia o istnieniu réznych
postaci kompleksow syntetazowych w cytosolu wyzszych zwierzat nie zostaty
przez nas potwierdzone (wykrywano tylko jeden kompleks syntetazowy).
Wydaje sie, ze wykrywanie obok siebie réznych postaci kompleksow syn-
tetazowych przez niektorych autorow bylo spowodowane nietrwaloscia kom-
pleksow. Ich uszkodzone formy znajdowane w badanym materiale mogly
sugerowaé wielopostaciowosé kompleksow syntetazowych. W podjetych przez
nas badaniach zachowywano szczegdlng ostroznosé i stosowano wszystkie
dostepne sposoby majace na celu zabezpieczenie komplekséw przed rozpadem
i enzymoéw przed utrata aktywnosci (stosowano procedury lagodne i krotko-
trwale, a do roztworow dodawano inhibitory proteaz i czynniki chroniace grupy
-SH bialek).
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SUMMARY

A high-molecular-weight complex composed of 15 amino acid-tRNA synthetases occurs in the
rabbit liver cytosol apart from the free enzymes. The greatest activities in the complex are exhibited by
lysyl- and arginyl-tRNA synthetases. The complex has the mass of about 4,000 kDa and the
sedimentation constant about 19 S.



