ANNALES :
UNIVERSITATIS MARITAE CURIE-SKLODOWSKA
LUBLIN — POLONIA
VOL. XLVIII, 7 SECTIO D 1993

Katedra i Zaklad Chemii Fizjologicznej. Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: prof. dr hab. Tomasz Borkowski

Henryk BERBEC, Alicja PASZKOWSKA

Wielkoczasteczkowe postacie syntetaz aminoacylo-tRNA w organizmach
zwierzecych. Czesé II. Wielkoczasteczkowe kompleksy syntetaz
aminoacylo-tRNA w organizmach nizszych zwierzat

High-Molecular-Weight Forms of Aminoacyl-tRNA Synthetases in Animal Organisms.
Part II. High-Molecular-Weight Aminoacyl-tRNA Synthetase Complexes in Lower
Animal Organisms

WSTEP

W cytosolu organizmoéw zwierzgcych znaleziono wieloenzymatyczne wielko-
czasteczkowe kompleksy zawierajace syntetazy aminoacylo-tRNA (1). Kom-
pleksy te wykrywano dotychczas jedynie w organizmach ssakéw. W nizszych
organizmach (u Prokaryota czy w drozdzach) komplekséw syntetazowych nie
znajdowano. Przypuszcza si¢, Ze kompleksy powstaja dzigki wyksztalconej
w toku ewolugji zdolnosci eukariotycznych syntetaz do asocjacjii do taczenia si¢
z elementami strukturalnymi wnetrza komoérki (2—4). Nie wiadomo, w jakim
stadium rozwoju filogenetycznego organizmow pojawily sie skompleksowane
postacie syntetaz.

Celem badan bylo uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy wielkoczasteczkowe
kompleksy syntetaz aminoacylo-tRNA wystepuja takze poza ssakami, w or-
ganizmach nizszych zwierzat.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania prowadzono na zwierzetach bedacych przedstawicielami réznych gromad systematyki,
mianowicie: A — na krolikach (samicach rasy ,,francuski szampanski’), B — na kurach domowych
(samicach rasy ,,leghorn”), C — na zabach (przewaznie Rana esculenta), D — na karpiach (Cyprinus
carpio), E — na slimakach ogrodowych (Cepaea hortensis), F — na pierwotniakach Paramecium
caudatum i Paramecium aurelia (szczep 299S otrzymany z Zakladu Biologii Komdrki Instytutu
Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckicgo w Warszawie). Pierwotniaki hodowano w kulturze
aksenicznej wedlug Solda i van Wagtendonka (5). Mas¢ komodrkowa wydzielano w wyniku
wirowania.
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W przypadku zwierzat wymienionych w punktach A—D material do badan stanowily watroby
wydobyte natychmiast po zabiciu zwierzecia, W przypadku slimakow i Paramecium zwierzgta
homogenizowano w calosci (§limaki bez skorup). Homogenat Paramecium przygotowywano w ten
sposob, ze odwirowane komérki ucierano w mozdzierzu porcelanowym z dodatkiem rownej wagowo
tlosci drobnoziarnistego korundu réwnowazonego uprzednio ptynem H (6). W badaniach stosowario
takie same odczynniki, materiaty i metodyke, jak opisano wczesniej (6, 7). Do oznaczania aktywnosci
syntetaz aminoacylo-tRNA we frakcjach otrzymanych po wirowaniu w gradiencie gestosci glicerolu
uzywano mieszaniny reakcyjnej, ktdra zawierala zamiast jednego aminokwasu 0,5 uCi jednakowych
ilosci nastepujacych [*#C] aminokwasow: argininy, glutaminy, kwasu glutaminowego, izoleucyny,
leucyny, lizyny i metioniny.

WYNIKI

W wyniku saczenia cytosolu przez kolumny Bio-Gel A-5m uzyskiwano dwa
szczyty aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA. Pierwszy szczyt zawieral kom-
pleks syntetazowy, drugi — syntetazy wolne (6). Profile elucji syntetaz arginylo-
i lizylo-tRNA, uzyskane w wyniku chromatograficznego rozdzielania sklad-
nikow cytosolu badanych zwierzat: kury (B), karpia (C), zaby (D), slimaka (E)
i Paramecium (F), przedstawiono na ryc. 1, poréwnujac je z profilami elucji dla
cytosolu z watroby krélika (ryc. 1A). Wymienione enzymy sa syntetazami,
ktorych aktywnosci byly dos¢ wysokie we wszystkich badanych przez nas
organizmach zwierzgcych, wystepowaly one zawsze w skladzie kompleksow
syntetazowych i byly stosunkowo odporne na zabiegi preparacyjne (6, 8, 9).
Profile elugji syntetaz z cytosolu watroby kury sa podobne do odpowiednich
profildéw dla cytosolu z watroby krélika: lokalizacja szczytow aktywnosci
w obszarze wielkoczasteczkowych biatek i1 w obszarze enzymow wolnych jest
taka sama (ryc. 1B). Dostrzegalna rdznice stanowi wystgpowanie w watrobie
kury znacznej czesci badanych enzymow w postaci wolnej, co jest szczegdlnie
widoczne w odniesieniu do syntetazy lizylo-tRNA. Migjsce elucji pierwszego
szczytu (kompleks syntetazowy) odpowiada masie ok. 4000 kDa, miejsce elugji
drugiego szczytu odpowiada 120 kDa dla syntetazy lizylo-tRNA i 60 kDa dla
syntetazy arginylo-tRNA.

Wykresy elugji uzyskane podczas chromatograficznego rozdzielania sklad-
nikow cytosolu z watroby karpia (ryc. 1C) wykazuja duze podobienstwo do
wynikéw otrzymanych dla watroby kury. Szczyty aktywnosci zlokalizowane sa
tak samo, ponadto znaczne ilosci obydwu badanych enzymdw wystepuja
w postaci niskoczasteczkowej. Obydwie badane syntetazy z cytosolu watroby
zaby (ryc. 1D) wykazuja profile elucji podobne do otrzymanych dla enzymow
z watroby karpia i kury. Lokalizacja szczytdw aktywnosci jest identyczna.
Podobna jak wyzej lokalizacj¢ w eluacie z kolumny wykazuja tez szczyty
aktywnosci syntetaz arginylo-tRNA 1 lizylo-tRNA z cytosolu slimaka (ryc. 1E).
Na uwage zastuguje fakt, ze enzymy wystepuja gldwnie w postaci wolnej. Jedynie



Wielkoczasteczkowe postacie syntetaz aminoacylo-tRNA... 37

& &
e 2
= x
< £
3 B ~ E E =
S n 10E 3 10 €
£ Iy g- E ':E”
- A Y £z =
z® YL ¢ §°¢ ¢
x a5 X 105 <
< g H o T =4
o 10 8 o2 a
3 H
g 8
< £
< &
ey c
4 ~
iy ==}
F
10
4 /™
10 ’I‘I \ 04
05 ],:\ Y
5 2 I{ N0 a2
~ 42NN
e G Ny
. - (. s
30 4 00 30 40 50
Nr  frakcji Nr  frakcji
e bigtko [ protein) ———= lys @ —ee-- Arg

Ryc. 1. Profile elucji z kolumn Bio-Gel A-5Sm syntetaz aminoacylo-tRNA zawartych w cytosolu
roznych zwierzat. Na kolumny (2,6 x 42 cm) podawano 2 ml cytosolu: A — watroby krolika (54 mg
biatka), B -— watroby kury (46 mg biatka), C — watroby karpia (49 mg biatka), D — watroby zaby
(48 mg biatka), E — ¢limaka (44 mg biatka), F — Paramecium (21 mg biatka). W zbieranych
frakcjach (3,1 ml) oznaczano stezenie biatka oraz aktywnos¢ syntetaz arginylo- i lizylo-tRNA.
Strzatki pokazuja miejsca elucji wzorcédw uzytych do kalibracji kolumny: 1 — dekstranu blekitnego,
2 — ferrytyny, 3 — katalazy, 4 — BSA
Profiles of elution of cytosole aminoacyl-tRNA synthetases of various animals from Bio-Gel A5m
columns. 2 ml portions of cytosole: A — rat liver (54 mg protein), B — hen liver (46 mg protein),
C — carp liver (49 mg protein), D — frog liver (48 mg protein), E — snail (44 mg protein),
F — Paramecium (21 mg protein) were applied on the column (2.6 x 42 cm). In the collected fractions
(3.1 ml) — protein, arginyl- and lysyl-tRNA synthetase activities were determined. The arrows
show the elution of standards used for the column calibration: 1 — blue dextran, 2 — ferritin,
3 — catalase, 4 — BSA

niewielka czeg$¢ aktywnosci znajdowana jest w pierwszym szczycie, znaczacym
miegjsce elucji kompleksu.

Aktywnosdci syntetaz arginylo-tRNA i lizylo-tRNA pochodzacych z cytosolu
komérek Paramecium pojawiaja si¢ w eluacie w postaci dwdch szczytéw:jednego
w obszarze bialek wielkoczasteczkowych, drugiego w miejscu elucji enzymow
wolnych (ryc. 1F). Widoczne jestjednak znaczne przesunigcie pierwszego szczytu
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w kierunku nizszej masy czasteczkowej, odpowiadajacej ok. 1600 kDa. Jedynie
mala czgé¢ badanych enzyméw wystepuje w pierwszym szczycie, a wiec w postaci
skompleksowanej.

W wyniku wirowania cytosolu otrzymanego z komérek Paramecium w gra-
diencie gestosci glicerolu uzyskiwano dwa szczyty aktywnosci syntetaz amino-
acylo-tRNA (ryc. 2). Lokalizacja pierwszego szczytu odpowiada biatku o stalej
sedymentacji ok. 8 S, drugiego szczytu — ok. 15 S (oceniana na podstawie
uzytych wzorcéw). Szczyty wyraznie si¢ zaznaczaja, nie sa jednak wystarczajaco
rozsunig¢te, aby rozdzielenie aktywnosci mozna uznaé za satysfakcjonujace.
Trzeci, szczatkowy szczyt aktywnosci zlokalizowany przy dnie probdwki
pokrywal si¢ z niewielkim szczytem zagregowanego bialka.

Ryc. 2. Wiasciwosci sedymentacyjne syntetaz aminoacylo-
-tRNA z cytosolu Paramecium. Probke cytosolu (0,1 ml, 1,1 mg
biatka) nanoszono na liniowy gradient stgzenia glicerolu (5 ml,
10—30% glicerolu). Wirowano 10 godzin przy 35 000 obr./min
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Wyniki oznaczen aktywnosci wszystkich 20 syntataz aminoacylo-tRNA
w cytosolu badanych zwierzat zestawiono w tab. 1. Obok aktywnosci cal-
kowitych podano aktywnosci wystepujace we frakcjach wielkoczasteczkowych
cytosolu (6). Wyniki wskazuja, ze w cytosolu wszystkich badanych zwierzat
wystepuja syntetazy wielkoczasteczkowe (skompleksowane). We frakgji wielko-
czasteczkowej cytosolu kury stwierdzono aktywnosci 15 syntetaz aminoacylo-
-tRNA specyficznych dla: Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, Glu, Ile, Leu, Lys, Met, Phe,
Pro, Trp, Tyri Val. W skladzie kompleksu syntetazowego zaby, karpia i §limaka
znaleziono aktywnosci 13 syntetaz: Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, Ile, Leu, Lys, Met,
Phe, Trp, Tyr 1 Val. W cytosolu Paramecium we frakcji wielkoczasteczkowej
cytosolu stwierdzono aktywosci 11 syntetaz: Arg, Asp, Gln, Glu, Ile, Leu, Lys,
Met, Phe, Trp, Tyr. Najwyzsze aktywnosci wsréod wielkoczasteczkowych
syntetaz u kregowcédw wykazywaly syntetazy specyficzne dla argininy i lizyny,
a u badanych zwierzat prymitywnych miejsce syntetazy arginylowej zajela
syntetaza glutaminianowa w cytosolu $limaka i syntetaza izoleucynowa w cy-
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tosolu Paramecium. Wszystkie enzymy, ktore znajdowano we frakcjach wielko-
czasteczkowych, wystepowaly takze poza tymi frakcjami, jako enzymy wolne.
W odniesieniu do niektorych syntetaz, zdecydowana czg¢s¢ ich aktywnosci
znajdowata si¢ we frakcji wielkoczasteczkowej.

DYSKUSIJA

Najwyzsza catkowita aktywnosé w cytosolu wykazywaly syntetazy arginylo-
i lizylo-tRNA. W miarg przechodzenia od ssakow do zwierzat bardziej
prymitywnych zauwazono zmniejszanie si¢ aktywnosci poszczegdlnych syntetaz,
tak nisko- jak 1 wysokoczasteczkowych. Najnizsze aktywnosci wsrdd syntetaz
wielkoczasteczkowych zwierzat prymitywnych wykazywaly syntetazy walilowa
i glutamylowa u slimaka oraz glutaminylowa i glutamylowa u Paramecium.

Jak wspomniano we wstepie, dotychczas kompleksy syntetazowe wykrywane
byly prawie wylacznie w organizmach ssakow. Nasze badania wskazuja, ze
wielkoczasteczkowe postacie syntetaz obecne sa réwniez w cytosolu nizszych
zwierzat, w tym nawet tak prymitywnych, jak pierwotniaki. Z przedstawionych
danych wynika, ze aktywnosci syntetaz obecne sa we frakcjach wielkoczastecz-
kowych cytosolu wszystkich badanych zwierzat (ryc. 1, tab. 1).

Masa czasteczkowa kompleksow syntetazowych oceniana na podstawie
objetosci elucyjnych wynosita ok. 4000 kDa dla komplekséow pochodzacych od
pierwszych 5 zwierzat i ok. 1600 kDa dla kompleksu z cytosolu Paramecium. *
Podobnie roznily si¢ stale sedymentacji, oceniane na podstawie wirowania
w gradiencie gestosci glicerolu, ktore wynosity ok. 19 S dla kompleksu z cytosolu
watroby kroélika (7) i ok. 15 S dla kompleksu z cytosolu Paramecium (ryc. 2).
Wedlug danych uzyskanych wczesniej (1), wielkosé dotychczas badanych
kompleksow wahala sie najczescie) w granicach 1000—6000 kDa Iub 12—25 S.
Réznice w podawanych przez niektorych autorow (2—4) wartosciach mogly by¢
spowodowane nietrwaloscia kompleksdw. W przedstawionych badaniach za-
stosowano lagodny sposob oddzielania kompleksow syntetazowych od syntetaz
wolnych, co umozliwito ocenge wielkosci natywnych kompleksow.

Szczyty elucji wolnych syntetaz arginylo- i lizylo-tRNA z cytosolu wszyst-
kich badanych zwierzat byly jednakowo zlokalizowane i odpowiadaly masom
ok. 601 120 kDa. Wielkosci te okazaly si¢ zblizone do danych podawanych dla
bakterii, drozdzy i ssakdéw (10). Stala sedymentacji dla wolnej syntetazy
arginylo-tRNA z cytosolu watroby krélika wynosita ok. 7 S (7). W przypadku
cytosolu Paramecium oceniano wartosé ‘stalej sedymentacji dla mieszaniny
wolnych syntetaz (ryc. 2) i uzyskano wynik ok. 8 S, ktéra to wielkosé miesci
si¢ w zakresie podawanym dla wolnych syntetaz ssakow (11, 12).

Na podstawie uzyskanych danych (ryc. 1 i tab. 1) mozna stwierdzié, ze
w kompleksach pochodzacych prawie od wszystkich (z wyjatkiem Paramecium)
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Tab. 1. Aktywnosci catkowite syntetaz aminoacylo-tRNA oraz aktywnosci syntetaz skomple-
ksowanych w cytosolu réznych nizszych zwierzat
Total activities of aminoacyl-tRNA synthetases and the activities of the complexed synthetases in the
cytosole of various lower animals

Syntetaza Akt ywnos$¢ (U/mg)

fﬁzcggcirzg‘_‘ Kura Zaba Karp Slimak Paramecium
kwasu | ¢ H | ¢ H | C H | C H|C H
Ala 337,3 0 434 0 49,2 0 12,4 0 1124 0
Arg 350,9 4495 76,8 257,3 { 190,0 18781 91,7 71,6 | 82,7 482
Asn 292,0 20,8 | 80,2 86,6 | 162,1 56,6 | 58,2 59,2 149,2 0
Asp 102,1 266,1 | 34,8 46,8 | 76,3 27,7 5,8 22,4338 18,0
Cys 18,9 22,0 | 23,7 0 227 0 10,4 0 |I1,1 0
Gly 214,2 0 444 0 |[164,2 0 14,3 0 (129 0
Gin 98,7 342,0 | 23,6 94,4 [ 64,3 274 28,7 102,3 | 16,2 8,6
Glu 54,8 252,1° 12,9 41,7 | 23,9 69| 13,6 158 | 13,4 12,2
His 249 0 33,6 0 14,8 0 9,8 0 [138 0
Tle 308,0 449,2 | 120,1 66,8 | 137,1 63,61 17,3 61,4 118,6 65,1
Leu 164,1 261,4 | 138,3 74,7 77,6 58,8 | 12,7 67,6 | 15,1 485
Lys 288,5 555,8 1173,8 496,6 | 229,1 290,1 | 121,2 106,8 [ 51,0 51,3
Met 1733 258,3 | 109,4 102,5 | 110,2 102,3 | 254 24,4 (39,6 483
Phe 68,8 103,1 | 27,7 36,2 [ 94,6 248 | 15,2 39,0140 438
Pro 64,9 99,7 | 20,9 0 9,9 0 23,3 0 (139 0
Ser 229,1 0 78,4 0 1352 0 26,2 0 (10,7 0
Thr 70,7 0 28,8 0 30,7 0 344 0 |[126 0
Trp 103,2 34,8 | 88,2 223,0 ( 85,8 41,7 | 96,2 333 (169 31,8
Tyr 71,8 52,11 21,6 89,8 | 65,9 13,9 22,3 284 (11,4 332
Val 36,9 55,0 55,6 86,3 | 146,1 54,6 | 354 14,8 | 11,6 0
Objasnienia: C — aktywnosé catkowita w cytosolu, H — aktywno$¢ wlasciwa we frakcji

wielkoczasteczkowej cytosolu (6).
Explanation: C — total activity in cytosole, H — specific activity in the high-molecular-weight
cytosole fraction (6).

badanych zwierzat najwyzsze aktywnosci wykazywala syntetaza lizylo-tRNA.
W cytosolu watroby krolika prawie 90% aktywnosci tego enzymu skupione bylo
w kompleksie (6). W cytosolu badanych zwierzat (tab. 1) aktywnos$¢é syntetazy
lizylo-tRNA poza kompleksem przewyzszala znacznie aktywnosé¢ enzymu
skompleksowanego. Bylo to szczegdlnie widoczne w odniesieniu do zwierzat
nizszych: slimaka i Paramecium. Ponadto w grupie badanych zwierzat stwier-
dzano zmniejszanie si¢ aktywnosci poszczegolnych syntetaz zaréwno wolnych,
jak i skompleksowanych w miarg przechodzenia od ssakow do zwierzat bardziej
prymitywnych. Najnizsze aktywnosci catlkowite w cytosolu wykazywaly syn-
tetazy arginylo- i lizylo-tRNA.

Opierajac si¢ na zgromadzonych. do tej pory informacjach o strukturze
syntetaz aminoacylo-tRNA rdéznych organizmow, mozna sadzié, ze jest bardzo
prawdopodobne, iz w toku ewolucji organizmdéw dochodzilo do stopniowych
zmian w budowie polipeptydow syntetazowych, co wplywalo na wlasciwosci
tych enzymow. Uzyskane przez nas wyniki, dotyczace stopniowych zmian



Wielkoczasteczkowe postacie syntetaz aminoacylo-tRNA... 41

w budowie i wlasciwosciach kompleksow, potwierdzaja koncepgje, ze zdolnosc
do tworzenia kompleksow ma swoje zrédto w zmianach ewolucyjnych w obrgbie
syntetaz. Koncepcje¢ taka przedstawilt Mirande i wsp. (13), a nastepnie
potwierdzili inni (2, 4, 14). Stopniowe zmiany obserwowane wsrod komplekséow
syntetazowych badanych przez nas zwierzat sa niewatpliwie wynikiem ewolucji
w obrebie skladnikow buduacych kompleksy. Niestety, brak podobnych
informagji o strukturze pierwszorzedowej syntetaz aminoacylo-tRNA zwierzat,
takich jak karp, zaba, kura, §limak i Paramecium, uniemozliwia poparcie
naszych przypuszczen.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan, a takze doniesien wielu
autoréw mozna wysnuc przypuszczenie, ze kompleksy syntetazowe pojawiaja
si¢ wraz z powstaniem pierwszych organizmdw zwierzgcych i wystepuja po-
wszechnie w $wiecie zwierzat.
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SUMMARY

High-molecular-weight aminoacyl-tRNA synthetase complexes have been found in hen, frog and
carp liver cytosol as well as in cytosol from snails and Paramecium. The complexes from vertebrates
and snails contained 13—135 aminoacyl-tRNA synthetases, revealed mass of about 4,000 kDa and
sedimentation constant about 19 S. The complex from Paramecium containining 11 aminoacyl-
-tRNA synthetases, revealed a mass of about 1,600 kDa and sedimentation constant 15 S. The
results of the present study support the view that the high-molecular-weight synthetase complexes are
common entities in the animal kingdom.



