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A dolgozat alapjául szolgáló kísérleteket 

az MTA* SzBK, Biokémiai Intézetének Anyagcsere 

szabályozás csoportjában végeztem.
Koszönetemet fejezem ki Dr. Dénes Gézának, 

aki végig irányította munkámat. Dr. Nagy Judit­
nak értékes tanácsait és módszertani segítségét 
köszönöm. Hálás vagyok technikai munkatársam. 
Komócsin Mihályné lelkiismeretes és szorgalmas 

munkájáért.
A dolgozat kéziratának átnézéséért és érté­

kes megjegyzéseikért Dr. £traub F. Brúnónak és 

Dr. Kiss Antalnak, valamint munka társalgónak,
Fejes Erzsébetnek, Dr. Dusna Ilonának és Dr. 
Kuzsel Évának tartozom köszönettel.

A dolgozatban leírt kísérletekben felhasz­
nált B. coli RNS polimerázt és rRNS-t a Biokémiai 
Intézet Nukleinsav Csoportjának munkatársai bo­
csátották rendelkezésemre, akiknek ez utón mon­
dok köszönetét.



Rövidítések:

E. coli : Escherichia coli

RN-áz : ribonukleáz

SPF /specific pathogen free/: specifikus kórokozótól
mentes

TMEM puffer: 10 inM tris-HCl, 5 mM МдС12г 1 mM EDTA,
1 mM 2-merkaptoetanol, pH=7,2 25°C-on

E : enzim egység
4- , pirofoszfátPP. : P20?i

DEAE-cellulóz : dietil-amino-etil-cellulóz

Tris: trisz/hidroxi-metil/-amino-metán

SDS : nátrium-dodecil-szulfát

EDTA : etilén-diamin-tetraecetsav

TCA : triklór-ecetsav

BSA : marha szérum albumin

AS : aminosav
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I. Bevezetés

Az aminosav aktiváló enzimek - aminosav:tRNS ligá­

sok, E.C.6.1.1. - fontos szerepet játszanak a fehérje 

bioszintézisben, aktivált aminosavakat, a fehérjeszinté­

zis szubsztrátjait szolgáltatják. Ugyanakkor az aminosa- 

vakat specifikus hordozóhoz is kapcsolják, ezáltal bizto­

sítva a genetikai információ hibátlan lefordításának fel­

tételét.

Tekintettel kulcsszerepükre és arra, hogy csaknem 

tévedés mentesen választják ki a természetben előforduló 

aminosavak és tRNS-ek közül a megfelelőket és kapcsolják 

azokat össze, érthető az enzimek felfedezése /1-3/ óra 

irántuk megnyilvánuló nagy érdeklődés. Jelentősek úgy is, 

mint két makromolekula - nukleinsav és protein - közötti 

kölcsönhatás vizsgálatának modelljei, és mint három szub- 

sztrátos enzimek, az enzimreakciók mechanizmusát vizsgá­

lók részéről is fokozott figyelemre tartanak számot.

Annak ellenére, hogy az aminosav aktiváló enzimekről 

és az általuk katalizált reakcióról nagyon sokat tudunk, 

ezek az ismeretek főként mikroorganizmusok enzimjeinek 

vizsgálataiból származtak, mig magasabbrendü növények és 

állatok enzimjei sokkal kevésbé ismertek. Elegendő, ha 

arra utalunk, hogy a mai napig mindössze egyetlen állati



- 2 -

eredetű arai no sav aktiváló enzimet tisztítottak a homog 

nitásig, a marha pancreas triptofán* tRh'S ligázt./4,5/•

Az emlős aminosav aktiváló enziraekről alkotott kép hiá­

nyos volté, inditott bennünket arra, hogy megpróbáljunk 

egy ilyen enzimet tisztítani és jellemezni. Választásunk 

a tirozin aktiváló enzimre esett, mert az Escherichia 

coli tirozin* tRbíS ligáz volt az első enzim, amelyet kine­

tikai jellemzők meghatározására alkalmas tisztaságban ki­

nyertek /6/ és azóta tisztították Bacillue eubtilieból 

/6/, Baoillua etearothermophyluaből /7/, pékólesztőből 

/8,9/ és ennek egy mutánsából /10/, sertés pancreasbói 

/11/ és tovább tisztították Escherichia coli В törzsből 

is /12/.

Ez a dolgozat a patkány máj citoplazmatikus tirozin* 

tíüJS ligáz /Е.С.6.1.1.1./ tisztításáról és néhány tulaj­

donságáról szól. Hogy az előzményeket legalább vázlato­

san ismerhessük, tekintsük át eddigi ismereteinket az 

aminosav aktiválás mechanizmusáról és az eddig izolált 

enzimek főbb tulajdonságairól.

1. Az arai nos a v aktiválás mechanizmusa

Az aminosav*tRMS llgázok az aminosavak karooxil cso­

portját a megfelelő tRiSIS molekulák 3'OH csoportjával ész-

%

A
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teresitik, az jL egyenlet által összefoglalt reakcióban:

1 AS + ATP + tRNS AS/x,tRNS + AMP + PPi

Az egyenlet egyben az enzimaktivitás mérési lehetőségeit 

is magában foglalja. Legáltalánosabb a töltött tRNS mennyi­

ségének meghatározása, de mérhetjük az ATP hidrolizisét 

саду az AMP keletkezés sebességét is /13/. Ezek mind a 

teljes reakció sebességmérési lehetőségei. Az enzimek 

tRNS nélkül is képesek enzim-aminosav-adenilát komplex 

képzésre, amely АТР:РР.^ kicserélődés mérést teszi lehető­

vé.

Az amino3av és ATP kötődés sorrendjét enzim-szubszt- 

rát komplex izolálás mellett éppen az ATP:PPi kicserélő­

dés kinetikai vizsgálatával derítették fel. Abban meg­

egyeznek a szerzők, hogy az enzim-aminosav-adenilát 

komplex képződése szekvenciális mechanizmusu, az aminosav 

és ATP kötődés megelőzi a PP^ ledisszociálást /18/. 

Megoszlanak a vélemények abban a tekintetben, hogy az 

aminosav kötődik-e előbb /19/ vagy az ATP /20-23/, vagy 

random a kötődés /18, 24/.

A tRNS töltés mechanizmusára vonatkozó hipotézisek 

alapvetően kétfélék. Az első, klasszikus hipotézis sze­

rint a tRNS töltés két lépésben történik /3/:
/
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2 E + AS + ATP -=Г E*AS~AMP + PPi

3 E*JLS vJUff + tRNS AS ~ tPNS + AMP

A masoaik hipotézis elismeri az E*AS ~ AMP komplex 

létezését, de csak tRNS hiányában, és nem tekinti a 

tRNS töltés intermedierjének /16/. A hipotézis szerint 

a tRNS kötődik első иzubsztrétként az enzimhez, és az 

ATPiPP^ kicserélődés Е»tRNS*AS ~AMP komplex képződésével 

válik lehetségessé.

A tRNS töltés két részreakcicra bontásának törté­

neti oka van. Előbb fedezték fel ugyanis az aminosavak 

enzimatikus aktiválódását /14,15/, majd később azt, 

hogy ugyanezen enzimek az aminosavakat tRNS-hez kötik 

/1-3, 11/. Az E*AS AiiP komplex intermedier volta mellett 

szól, hogy kémiailag szintetizált aminosav-adenilátból 

PPi hozzáadással ATP-t képez az enzim /25,26/, és izo­

lált komplexhez tRNS-t adva töltött tRNS képződik /21, 

27-29/.

Az enziií.-aminosav-adenilát komplex intermedier vol­

ta ellen szol Loftfield szerint /16, 38/, hogy

a/ van héhány enzim, aruely csali tRNS jelenlétében 

képes ATPiPP^ kicserélődésre /30-35/, 

b/ poliaminok vagy divalens kationok helyettesitik

++-t a tRNS töltésben, de az ATPíPP^ kicseré­

lődés nagyon lelassul /36,37/,

a Mg
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с/ egyes esőtekben az izolált Е»AS~AMP Komplexből 

a tRNS töltés lassabb, mint ATP-ből és aininosav- 

bői /38/,

d/ SK-gutloszerekkel /39/, poliuridilsawal /28,40/, 

az enzim alegységekre disszociáltatásával /41/ 

meg lehet szüntetni a tRNS töltést, az ATPiPP^^ 

kicserélődés változatlanul hatása mellett, 

е/ a bakteriális sejtben becsült tP.NG koncentráció 

és az enzim-tRNS komplex disszociációs állandó­

ja ismeretében valamennyi enzim molekulának tRNS- 

-sel alkotott komplex formájában kell jelen lennie 

a sejtben /42/.

Az e/ pont nem zárja ki, hogy az enzim töltött tRNS— 

-sei alkotott komplex formájában van jelen a sejtben.

A d/ pont megállapításai nincsenek ellentmondásban 

azzal, hogy az ATPíPP^ kicserélődést lehetővé tevő 

E*AS*-AMP komplex keletkezése a tRNS töltés részreakció­

ja.

А с/ pontnan leirt kísérletekről Kim és munkatársai 

bebizonyították, hogy tévesek és félrevezető eredményt 

adtak /43/.

АЬ/ pontnál figyelembe kell venni, hogy a lecsök­

kent sebességű ATPsFP^ kicserélődés is gyorsabb, mint a tRNS 

töltés. A poliaminok képesek helyettesíteni а Лд++ 

tRNS térszerkezetének fenntartásában.

-t a
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Az a/ pont szolgáltatja a legerősebb érvet, azonban 

előkisérletek szerint a tRNS-igényes arginin enzim is 

hasznosítja az Агдл-AMP-t /45/ és a glutaminsav aktivá­

lás is két lópéses /46/.

Férsht és Jakes elfogadják mind a két reakcióutat. 

10-100 msec felbontású kísérleteik alapján úgy vélik, hogy 

alacsony tRNS koncentrációnál az E. eoli tirozil-thhS 

szintézis valószínűleg tirozil-adenilát-enzirc intermedi­

eren keresztül történik, mig telitési tKNS koncentrációnál 

a tANS az ATP hidrolízis előtt kötődik. A sejten belüli 

tRülS koncentrációtól függ, hogy in vivo melyik reakcióut 

jut túlsúlyba /47/.

A reakciómechanizmussal összfüggo másik vitatott kér­

dés az, hogy mi a sebességraeghatároző lépés. A probléma 

vizsgálatánál sokáig döntő volt az a tény, hogy a kutatók 

a 2 és 3 egyenletek által feltüntetett részreakciókat 

fogadták el reakció sorrendnek. Amig csak azt tudták, hogy 

az ATPsPP^ kicserélődés számos esetben sokkal gyorsabb a 

tkiNlS töltésnél /16/, a tPüSIS kötődését az aminosav-adeni- 

lát-enziiu komplexhez gondolták sebessúgraegh*tározónak.

A továbbiak során kiderült, hogy az aminosav-adenilát-en- 

zim komplexről az aminosavátvitel tRNS-re is sokkal gyor­

sáén, mint a teljes reakció /48/. Ezt figyelőidbe véve uj 

hipotézist állított fel Eldred és Schimmel /48,49/. 

Szerintük a sebességmeghatározó lépés a töltött tRMS le-
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disszociálása az enzimről. Ezt alátámasztotta, hogy si­

került az Ile-tRNS szintézis kétfázisos jellegét kimutat­

ni* a szabad enzim pillanata zerüen köti ős tölti a tRNS-t, 

majd egy lassúbb, a töltött tRNS ledisszociálása által 

meghatározott lineáris szakasz következik. Következteté­

sük általános érvénye ellen szól, hogy más szerzők nem 

találtak lényeges különbséget a töltött és töltetlen 

tRNS enzimhez kötődésének paraméterei között /12/,

Fersht és Jakes /47/ nem tudott kimutatni kezdeti

gyors ATP hidrolizist vagy tRNS töltést, Viszont azt kap­

ták, hogy ez enzimet telitő koncentrációjú tRNS jelenlé­

tében az ATP hidrolízis sebessége megegyezik a tRNS töl­

tés sebességével és sokkal lassúbb, mint az ATP hidrolízi­

se tRNS nélkül. Szerintük a tRNS kötődése az enzimhez 1

lassítja az aiainosav és az ATP kötődését, igy válik va­

lamelyik utóbbi lépés sebességmeghatározóvá.

2, Az aminosav aktiváló enzimek általános

tulajdonságai

Az általános tulajdonságok leírását azárt kísérel­

hetjük meg, mert az enzimek sokféleségük ellenére alap­

vetően azonos reakciót katalizálnak. Alegység szerkezetü­

ket és aktiv helyeik számát vizsgálva egyaránt elmondhat-
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juk, hogy az aminosav aktiváló enzimek szimmetrikus felé­

pítésűé*.

Az enzimek egy, kettő vagy négy polipeptidből áll­

nak. Egyetlen popipeptid lánc épiti fel például az élesz­

tő tirozimtRWS ligázt /3,9/. A legtöbb enzim két azonos 

alegységből áll. Ide tartozik az E. ooli /6,12/, a Ba- 

oillue etearothermophylue /7/ és a sertés pancreas /50/ 

tlrozimtRNS ligáz, a marha pancreas /51/ és human pla­

centa /52/ triptofán valamint a tyuk máj szerin /53/ ak­

tiváló enzimek. Négy azonos alegységből áll a Saooharomy- 

oes aevevieiae aS288C mutánsból izolált tirozinitRNS

ligáz /10/, és két alegység pár épiti fel az élesztő /54/ 

és patkány máj/55/ fenilalanin aktiváló enzimeket.

Ha tekintetbe vesszük, hogy az E, ooli egyetlen poli­

peptidbol álló izoleucin /56/ és leucin /57/ enzimjei is 

két azonos félre bonthatók, a Bacillus Qteavothovmophylus 

valin enzim két aminosavat és ATP-t köt /58/, és a leucin 

enzimhez hasonlóan ismétlődő peptideket tartalmaz /59/, 

nyugodtan állíthatjuk, hogy az alegység szerkezet nem 

zárja ki, hogy az enzimek két azonos félre bonthatók.

Tekintsük át az enzimek szubsztrátkötő helyeinek 

vizsgálatát a bakteriális tirozinitKNS ligázokkal vég­

zett kísérleteken keresztül. Egyetlen kötőhelyet találtak 

egyensúlyi dialízissel tirozinra /60, 61/, de kinetikai 

ki3érletek és gélszürés egy második, gyenge kötőhely lé-
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tezésére is utalt /53,61/ és Seppadex gélszüréssel az 

enzim két tirozin molekulával alkott komplexét lehetett 

izolálni /20/. Az enzim-szubsztrát komplex kialakulásakor 

mért fluoreszcencia változásból két ATP-kötőhelyra követ­

keztettek /62/.

Gélszüréssel /60/ és filter kötési kisérletekkel 

/61/ egyetlen tirozil-adenilát kötőhely mutatkozott, mig 

ATP hidrolízis mérésén alapuló titrálás /58/ egy második, 

gyenge kötőhely létére utalt.

Az enzimeit egyetlen tRNS-t kötnek /63/ vagy kettőt, 

és különböző erővel /Й0/ és disszociáciös kisérletekkel 

el lehetett dönteni, hogy az enzim szimmetrikus, a két 

tRNS molekula azért kötődik különböző erővel, mert az el­

ső kötődés a második molekula kötődését megnehezíti /64/, 

illetve filteren az enzim két tRNS molekulával alkotott

komplexe nyerhető ki /2о/.

összefoglalva a szubsztrátkötő-helyek számának és 

viszonyának vizsgálatát, láthatjuk, hogy a kísérleti mód­

szerek fejlődésével xainden szubsztrátra xaegtalálták a má­

sodik kötőhelyet, sőt azt is kiderítették, hogy a kötő­

helyek azonos értékűek. Ha pedig egy enzim két azonos 

félre bontható és két azonos szubsztrátkötő hellyel ren­

delkezik, akkor az enzim szerkezete szimmetrikus.
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Ä direkt bizonyítékot a Baaillua otearothevmophylue 

tirozin aktiváló enzim röntgen analízise szolgáltatta. 

Irwin és munkatársai kimutatták ugyanis, hogy az enzim 

két teljesen szimmetrikus félből áll /65/.

Ez a szerkezeti szimmetria azonban jói összhangba 

hozható az enzim működésben aszimmetriajavai. Malygin és 

munkatársai /66/ nárom különböző enzimmel, E, coli 

egyetlen pollpeptidbol álló leucin, marha pancreas két ál- 

egységes triptofán és élesztő négy alegységes fenilala- 

nin aktiváló enzimmel dolgoztak. Miivel kísérleteikben 

mintegyik enzim azonosan viselkedett, úgy gondolják, 

hogy a megszerkesztett enzim modelljük általános érvé­

nyű. Szerintük az enzimek két-két tRNS és aminosav-ade- 

nilát kötőhellyel rendelkeznek, és az utóbbiak felváltva 

reagálhatna}: a tRNS-ael, Modelljüket affinitás jelölési 

kísérletekkel is alátámasztották /67/.

3. Célkitűzés

Mint az a bevezetöoől kitűnik, az állati eredetű ami­

nos a v aktiváló enzimekről sokkal kevesebbet tudunk, mint 

a baktériumok vagy az élesztő enzimjeiről. Ezért jelentős 

egy eddig még nera vizsgált emlős eredetű enzim tisztítása 

ős jellemzése, Már indokoltuk, hogy miért esett választá-
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sunk a tirozin aktiváló enzimre i több baktérium és élesz­

tő törzsből, valamint sertés pancreasből izolálták eddig, 

és ez lehetőséget nyújt az összehasonlításra. A patkány 

májat azért választottuk forrásul, mert rendelkeztünk 

specifikus kórokozótól mentes beltenyésztett patkány 

törzsekkel és aktiv fehérjeszintézist végző májukat el­

fogadható mennyiségben ki tudtuk nyerni.

Célunk volt*

1/ az enzim tisztítása Ш-áz mentes, stabil és

alegység szerkezet felderítésre is alkalmas álla­

potig,

2/ molekulasúly és alegység szerkezet meghatározása 

3/ látszólagos Michaelis állandók meghatározása 

ATPfPP^ kicserélődésben és tHNS töltésben,

4/ a reakció mechanizmusra vonatkozó következtetések

levonása.
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II. Anyagok és módszerek

1. Felhasznált anyagok és vegyszerek

Kromatográfiás célokra Whatman LE 52 microgranular

WSAE-cellulózt, Whatman P 11 fibrous foszfocellulózt,

Pharmacia 40-120 im szemcseméretü Sephadex G-200 dext-

rán gélt és a Chinoin által gyártott Fixion 2x8 anion

cseréié vékonyréteget használtunk.
32Hordozömentes P B^PO^-t az Izotóp Intézettől, 

ld/Budapest/, C/O/ L-tirozint az UWR-től /Prága/ sze­

reztünk be.

1,5 inn pórusméretü synpor membrán filtert a Cherna- 

poltól /Prága/, UM 10 diaflo membránt az Amicon cégtől 

kaptunk.

Tris, 2-merkaptoetanol, tirozin, triton X-100, 

p-nitro-fenil-foszfát, cooiuassie brilliant blue, dextran 

blue, marha szérum albumin és maiira máj kataláz Sigma 

gyártmány volt, Kálium-acetátot és N,K'-metilén-biszak- 

rilamidot a BDH-tól, nátrium-dodecil-szulfátot, N,M,NrNr- 

-tetrametil-etilén-diamint és tyuk tojás albumint a Ser- 

va cégtől vásároltunk. Az ATP Reanal, a tfíNS preparálás­

hoz használt szacharóz Merck gyártmány volt.
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Ä felhasznált E. aoli RNS-polimeráz Burgess és 

Travers /73/ módszerével tisztított, homogén preparátum 

volt, a nyúl izom tejsav-dehidrogenázt Kornberg leírása 

alapján /76/ tisztítottuk 35,2 E/mg tisztaságig, az 

alkálikus foszfatázt coli 3747 konstitutiv mutánsból

Torriani módszerét követve /77/ tisztítottuk öl % tisz­

taságig.

Az összes többi vegyszer analitikai tisztaságú 

Merck vagy Reanal készítmény volt.

2, Ä patkány máj kinyerése

Kísérleteinkben SPF körülmények között nevelt bel­

tenyésztett patkány törzsek máját használtuk fel. Az 

enzim tisztítása PVG/c állatok fagyasztott májából tör­

tént, a tRNS-t PVG/c és WA állatok friss májából izolál­

tuk.

100-300 napos him és nőstény állatokat éteres narkó­

zisban elvéreztettünk. Májukat kivágtuk, 0°C hömérsékl 

tü, 0,9 %-os iíaCl-ban mostuk, és -60°C-on lefagyasztot­

tuk vagy frissen felhasználtuk,

3, A tirozimtRMS ligáz tisztit&aa patkány májból

Valamennyi műveletet 0-4°C között végeztük.
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3.1. Homogenizálás, ultracentrifugálás, dlalizis

250 g májat MSE Atomix késes homogenizátorral 

10 g-os adagokban, 4 térfogat 0.25 M szacharóz, 3 mM 

MgCl2 hozzáadása után 1 percig homogenizáltunk. Ю per­

cig 1000 g-vel történő centrifugálással eltávolitottuk a 

sérült vagy nem homogenizálódott sejteket a sejtmagokkal 

együtt. Utóbbiakat más enzim preparáláshoz használtuk 

fel. A csövek tartalmának felső 2/3 részét összeöntöttük 

és 20 percig 14 000 g-vel centrifugáltuk. A felüluszót 

4 réteg gézen átszűrtük zsirmentesités céljából, majd 

90 percen át 96 000 g-vel centrifugáltuk /Beckman L3-50 

ultracentrifuga, 42 rotor, 35 000 rpm/. A kapott éles 

határfelületü üledékről a felüluszót leöntöttük és

2x5 liter TMEM pufferral szemben dializáltuk 40 órán át. 

/A TMEM puffer: 10 mM tris-HCl, 5 mM MgCl2, ImM EDTA,

1 mM 2-merkaptoetanol pH*=7,2 25°C-on. Az enzim preparálás 

valamennyi további lépése ebben a pufferban történt./

3.2. DEAE-cellulőz kromatográfia

A dializált felüluszóhoz 100 mg fehérjénként 4 ml

nedves, ülepedett térfogatú DEAE-cellulózt adtunk, ame­

lyet előzőleg TMEM pufferban ekvilibráltunk. 30 perces

keverés után a cellulózt Büciner tölcséren leszűrtük és

a cellulóz térfogatával azonos mennyiségű TMEM pufferral
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mostuk négyszer egymás után, gyenge szívás mellett, A 

mosás végén az átfolyt oldat csaknem színtelen volt,

E28o 0,5 alatt. Ezután a cellulózhoz azonos térfoga­

tú puffert öntöttünk, feiszuazpendáltuk, majd 3 cm átmé­

rőjű oszlopba töltöttük. 250 g máj felülusző DEAE-cellu- 

lóz oszlopa 3 x 54 cm volt. Az enzimet 0,1 M KC1 tartal­

mú THEM pufferral elualtuk az oszlopról. lO ml-es frak­

ciókat szedtünk. A fehérjetartalom és enzimaktivitás 

^határozása után a legnagyobb specifikus aktivitású 

frakciókat összeöntöttük és tovább tisztítottuk.

3.3. Poszfocellulóz kromafcográfla

A ЬЕАЕ-celluloz kromatoyráfia összeöntött frakció­

it négyszeresre hígítottuk Tí-IEM pufferral, majd 1,5x4,5 

cm foszfocellulóz oszlopra vittük fel. Az oszlopot addig 

mostuk THEM pufferral, axtiig az átfolyt oldat E 

nullára csökkent. Ezután a mosást 0,1 M KC1 tartalmú 

pufferral folytattuk, azonos határig. Az enzimet 0,2 M 

KC1 tartalmú THEM pufferral elualtuk. 4 ml-es frakciókat 

szedtünk. Azokat a frakciókat, amelyek E

értéke28o

értéke a28o
nullát meghaladta osszeöntöttük, UM 10 dlaflo membránon

ultraszüréssel betöményitettűk. A igy nyert preparátu­

mot vagy azonnal tovább tisztítottuk vagy azonos térfo­

gat glicerin hozzáadása után -20°C-on tároltuk.



- 16 -

3.4. Foszfocellulóz rekromatográfla

A foszfocellulóz oszlopról 0,2 M KCl-dal eluált, 

betöményitett enzimet négyszeresre hígítottuk TMEM puf- 

ferttan, majd 1 x 11 cm, THEM pufferten ©kvilibrált 

foszfocellulóz oszlopra vitük fel. Mostuk az oszlopot 

25 ml pufferral, majd eluáltuk a megkötött fehérjéket 

200 ml 0-0,3 M KC1 tartalmú pucérral. A frakciók térfo­

gata 2,5 ml volt. Az enzimaktivitás és fehérjetartalom 

meghatározása után a legnagyobb specifikus aktivitású 

frakciókat összeöntöttük, UMlO diaflo membránon ultraszü- 

réssel betömény!tettük és azonos térfogat glicerinnel 

tároltuk -2o°C-on.

4. Az enzimaktivitás meghatározása ATPtPP,
' r .............. ‘ X

kicserélődés alapján

324.1. P jelölt pirofoszfat készítése

A radioaktiv pirofoszfátot Loftfield és Eigner /68/ 

módszerével készítettük. 0,178 g Ua^íPO^ x 2 H^O-t és 

2 mCi hordozómentes foszforsavat 6 órán át 240°C-on hevi­

tettünk. A foszforsav 99%-ban átalakult pirofoszfáttá, 

de kerülni kell a magasabb hőmérsékletet, mert az poli- 

foszfátok képződéséhez vezet. A kiindulási és az át nem 

alakult foszfát koncentrációt radioaktivitást nem tártál-
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utazó párhuzamos mintákból határoztuk meg, Eibl és Lands 

szerint /69/, 4,5 ml vizes foszfát oldathoz 50 vl 1 %-os 

triton X-JOQ oldatot adtunk, majd jól összeráztuk. Ez­

után 0,5 ml 2,5 l-os axmaónium-molibdenát 6 N kénsavas 

oldatát adtuk a meghatározási elegybe, összekevertük, 

és a kialakuló zavarosságot 20 perc után 660 am-en lemér­

tük, Az öxtinkció arányos volt a foszfát koncentrációval
—7a reakcioelegy 10 mól foszfát tartalmáig. Az ismeret­

len oldat foszfát koncentrációját kalibrációs oldatsoro­

zat segítségével határoztuk mag.

A 32P radioaktivitást 10 ml desztillált vizben, Cs 

renkov sugárzás alapján mértük, Packard Tri-Carb folyadék 

azcintillációs spektrométerben.

4,2, Az enzimaktivitáa mérése

Az enzim aktivitását az enzim által katalizált és

tirozin függő АТР*РРА kicserélődés sebessége alapján 

mértük. Tiro*int tartalmazó és tirozint nem tartalmazó 

reakcióelegyben mért ATPiPP^ kicserélődés sebességének 

különbsége adta az enzim aktivitását. Kísérleteinkben a 

tirozin nélkül mért sebesség nem múlta felül a tirozin 

jelenlétében mért sebesség 10 %-át. Egy enzim egység 

/1 Е/ az a katalitikus aktivitás, amely egy perc alatt
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37°C-on 1 nmol radioaktiv ÄTP keletkezéséhez vezet.

A reakcióelegy komponenseinek koncentrációit 

0,1 M tris-HCl, pH=7,65 37°C-on, 0,12 M KCl, 1 itu-i 2-шег- 

kaptoetanol, lOmM ATT, KOri-dal pH" 7,4-re baállitott 

törzsoldatból bemérve, 15 raM Mg/CH^C0u/2, 2,5 mM 

^a4P2°7 fcpm pmoi"^/, 1 mi! tirozin és annyi enzim, 

amennyi jól mérhető sebességű reakciót katalizált. A 

vógtérfogat 0,5 ml volt. Az enzim oldatot TMEM pufferban 

higitottuk, 50 pl-t ráértünk a reakcióelegybe, ezzel in­

dítva a reakciót. 3 percenként 50 pl mintát azonos tér­

fogat 0,1 M EDTA pH"7 oldatba pipettáztunk, ezzel állít­

va le a reakciót.

32p

A radioaktiv pirofoszfátot és ATP—t Fixion 2x8 anion 

cserélő vékonyrétegen választottuk el Dúsha és Dénes sze­

rint /70/. A vékonyréteg 1 x 20 cru-es csíkjaira a esik 

egyik végétől 2,5 cm-re 10 pl rakcióelegyet vittünk fel, 

majd 0,1 M Ыа4Р20у, pH" 8,0 oldatban kétszer 30 percig 

futtattuk. A radioaktiv pirofoszfat a futtató oldat ion­

jaira cserélődik ki és ezáltal a starthelyről kimosódik, 

mig a lúgos pH-n erős anion ATP a helyén marad. A start­

pont mindkét oldalon 1,5 cin-es környezetét kivágtuk és 

a radioaktiv ATP—t az előző pont szerint megmértük.

A Fixion 2x8 vékonyrétegeket a felhasználás előtt

acetát formából pirofoszfat formába vittük* 0,1 M

pH"8,О oldatban futtattuk egy napon át TornászNa4P2°7'
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/71/ szerint, majd a pirofoszfát felesleget egy éjszaka 

desztillált vizzel mostuk ki.

5, SbS-poliakrilamid gélelektruforézis

A Shpiro és munkatársai /72/ szerinti SDS-poliak- 

rilamid gélelektroforézist fehérje tisztaság ellenőrzé­

sére és alegység molekulasúly becslésre végeztük el.

Az előbbi esetben használt 0,6 cm átmérőjű és 8 

cm hosszú gél henger és az utóbbi meghatározáshoz al­

kalmazott 17 x 16 x 0,25 cm méretű lemezgél egyaránt 5 % 

akrilamid tartalmú volt /akrilamid t N, Ы * -metilén-bisz- 

akrilamid arány 40ti/, tartalmazott 0,1 M nátrium-fosz­

fát pufferban 0,1 % nátrium-dodecil-szulfátot /SDS/,

OJL % N,N,N'14' tetraiaeti 1-etilén-diamint és 0,05 % 

ammóniua-perszulfátot. A gélt 2 órás polimerizálás után 

30 percig előfuttattuk.

A tirozinitRNS ligáz preparátum fehérjéit és a 

standard fehérjéket* marha szérum albumint, tyuk tojás al­

bumint, ló szívizom citokrőm c-t és E, coli RNS-polime- 

rázt 0,01 M nátrium-foszfát, pH«7,3, 0,1 % SDS, 1 % 

2-merkaptoetanol, 10 % glicerin pufferban disszociáltattuk 

alegységeikre, 30 percig, szobahőmérsékleten. Az enzim 

minták fele töménységű ТКЁМ puffert is tartalmaztak.

Tisztaság ellenőrzésre 100-200 у1-ben 10-30 yg 

fehérjét vittünk fel, molekulasúly meghatározáskor maxi-
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raum 50 ul térfogatban 1-5 ug fehérjetartalmú mintákat 

futtattunk.

A futtatást 25°C-on, 0,1 M nátrium-főszfát, pü=7,3, 

0,1 % SDS pufferban végeztük, tisztaság ellenőrzéskor 

40 V, molekulasúly meghatározáskor 25 V feszültségnél, 

Shandon Southern áramforrással.

A fehérjéket 2 órán át festettük metanol : viz :

5 s 5 : 1 arányú friss elegyeben oldott 

0,2 % coomassie brilliant blue oldatban. A géleket ecet­

sav 7,5%-, metanol 5 %-os vizes oldatában differenciál­

tuk.

t jégecet,

6• Enzim molekulasúly meghatározás gélszüréssel

A meghatározást Andrews /74/ szerint végeztük.

1,5 x 90 cm méretű Sephadex G-200 oszlopra, amelyet fel­

töltés előtt Ю mM tris-HCl pH=7,2, 5 mM MgCl2, 1 mM 

EDTA, 0,1 M KC1 pufferban duzzasztottunk több napon át, 

majd feltöltés után ugyanezzel a pufferral ekvilibrál- 

tunk, 1 ml térfogatban vittük fel a tisztított tirozim 

ítRNS ligázt és a molekulasúly standardként szolgáló 

enzimeket. Az eluciót a fenti pufferral, 13 ml/h sebes­

séggel végeztük. 2 ml-es frakciókat szedtünk.

A tirozin ítRNS ligáz aktivitását ATPsPP.^ kicserélő­

dés alapján mértük.

Iá .... V' f“»
ff.'Л V

Vv A
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A marha máj kataláz aktivitását Chance és Maehly /75/ 

szerint mértük, a hidrogénperoxid bomlás okozta 240 nra-en 

mért extinkciő csökkenés alapján, 0,8 % hidrogénperoxid, 

0,02 M kálium-foszfát pH“7,0 reakcióelegyben,

A nyúl izom tejsav-dehidrogenáz aktivitását 0,33 mM 

Ma-piruvát, 0,066 mM SJADH+H+, 33 mM kálium-foszfát pH«7#4 

jelenlétében mértük, 340 nm-en követve & NADH+H+ oxidá­

cióját /76/,

Az E» ooli alkalikus foszfatáz aktivitását Garen

és Levinthal /78/ módszerével mértük, 0,16 M tris-HCl 

pH=<8,2 pufferban oldott 0,66 mM p-nitro-fenil-foszfát 

hidrolízise alapján, a keletkező, sárga p—nitro-fenol 

mennyiségét 410 nm-en végzett fotometrálással méghatároz-

va.

Mindhárom enzim reakciója 6 percig lineáris volt az

alkalmazott enzim koncentrációk mellett.

Ló szívizom citokrom c eluciós profilját b‘^2 

réssel határoztuk meg,

A kizárási térfogat meghatározásához használt dextrán 

blue elucióját a frakciók 625 nm-en ráért extinkciója alap­

ján követtük.
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7. Patkány máj tlttiSS izolálás

A keverék tRNS-t PVG/c és WA állatok májából nyer­

tük ki, Rogg és mtsai /79/ leírása alapján. Az izopropa- 

nolos frakcionálást kivéve valamennyi műveletet О - 4°C 

között végeztük.

7*1« Fenolos extrakcio

250-350 g májhoz g-onként 1,5 ml 0,3 M szacharózt 

és 0,1 % bentonitot tartalmazó 0,1 M tris-HCl, pü»7,0 

puffert és 1,5 ml 0,1 % 8-hidroxi-kinoliat tartalmazó fe­

nol* viz, 73*27 arányú elegyét adtuk. Waring Blendorben 

homogenizáltuk két percig, majd 1 órán át szobahon rázat- 

tuk. Lehütöttük, 12 000 g-vel centrifugáltuk 60 percig.

A vizes fázishoz 0,1 térfogat 2 M kálium-acetát pH»5,0 

oldatot és 2 térfogat -20°C-os vízmentes etanolt adtunk. 

Az egy éjszakán át -20°C-on képződött csapadékot lecent­

rifugáltuk /12 000 g, 30 min/ és mostuk háromszor etanol-

lal, majd háromszor éterrel, végül P2°5 szárítot­

tuk.

7*2. DBAb—cellulóz kromatográfia

A kromatográfia valamennyi lépését 0,1 M kálium-

-acetát, ph®*5,0 pufferban végeztük.
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A szárított csapadékot máj g-onként 0,6 ml puffór­

ban oldottuk, és a nem oldódott glikogént centrifugális­

sal eltávolitottuk /12 OOO g, 30 min/* A felüluszót ml-

neáves súlyú,a fenti pufforral ekvilib- 

rált DEAE—cellulózzal kevertük 30 percig. Leszűrtök 

Büchner tölcséren gyenge szivás mellett. A Büchner töl­

csérben lévő DEAL—cellulózt mostuk a pufferral addig, 

amig a szűr let 260 rart-en mért extinkciója 2 alá csökkent. 

Ezután azonos módon mostuk 0,1 M, 0,2 M illetve 0,3 M 

NaCl-ot tartalmazó pufferral. A tRNS eluciót 1,0 M NaCl 

tartalmú acetát puffer kis adagjaival végeztük, a szür-

értéke 0,5-nél nagyobb 

volt, összeöntöttük és 2 térfogat etanollal -20°C-on 

kicsaptuk. A csapadék centrifugálását, mosását és szárí­

tását a fenolos extrakciónál leirt módon végeztük.

Ez a tisztítási lépés glikogénen kivül DNS-től és 

a nagy molekulasulyu ElSiS egy részétől tisztítja meg a

260/E280

énként 0,16 g

let olyan részleteit, amelyek E260

tKhS-r. A kapott termék 1 értéke 2,0 felett van.

7.3. Frakcionalás laopropanollal

A szárított csapadékot g-onként 50 ml 0,3 M Na-ace- 

tát pH=7,0 pufferban oldottuk 25°C-on, Állandó keverés 

mellett 0,54 térfogat izopropanolt csepegtettünk hozzá, 

a keletkezett csapadékot szobahőmérsékleten lecentrifugál­

tuk /2200 g, 20 min/. A felüluszóhoz 0,44 térfogat izo-
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propanolt adtunk, majd 0°C-ra hütöttük. A keletkezett 

csapadékot lecentrifugältuk /Janetzki К 23 centrifuga, 

5200 rpiu, 20 rain/, mostuk és szárítottuk, mint a fenolo­

zás után.

Az elad csapadék elsősorban degradálódott rRKS-t 

tartalmaz, a tRNS a második csapadékban van. 300 g máj-

/mg érték­űéi 1G00 E egység tRNS-t nyertünk, 21 E260 26o
kel, 8-12 pmol/E tirozin akceptor aktivitással.260

8. A tidsíS aminoacHálása

A tKHS töltés sebességét a TCA-val kicsapható nuk-

leinsavhoz kötött radioaktiv tirozin mérésével határoz­

tuk meg, 0,5 ml reakcióelegy komponensei* 0,1 M káiium- 

-kakodilát, ph*»6,6, 37°C-on, 15 raM Mg/CH^COO/

ATP, KOH-dal seraiegeaitett törzsoldatból bemérve,

1 íuM 2-merkaptoetanol, 0,1 mM 14C tirozin /10 Cl mól""1/, 

annyi patkány máj tRNS keverék, amennyi 0,8-1,5 jiM ti­

rozin akceptor aktivitást képvisel és limitáló mennyisé-

2, 10 mH

gü enzim.

A reakciót ATP adással indítottuk, a többi kompo­

nenst az enzimmel együtt előmelegítettük 37°C-on. 0,1 

ml térfogatú mintákat 1 ml 0°C hőmérsékletű 10 %-os TCA- 

-ba pipettázva állítottuk le a reakciót. A képződött csa­

padékot 1,5 im pőrusiúéretü synpor membrán filteren le-
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szűrtük, 4 x 5 ml 0°C hőmérsékletű 5 %-os TCA-val mos­

tuk. Szárítás után a radioaktivitást 10 ml szcintillá- 

tor folyadékban /42 ml Liquid Scintillator Ш 592 1000 

ml toluolban/ mértük, Packard Tri-Carb folyadék szcin-

tillációs spektrométerben.
14C mérés hatásfoka, amelyet ismert radioaktivi­

tású oldat filterre pipettázása után a mintákkal azonos 

körülmények között mértünk meg, 80 % volt.

A

9, Fehérje meghatározás

Az enzim preparálás során a fehérjét Lowry /80/ 

módszerével ráértük, marha szérum albumint használva stan­

dardként .

III. Eredmények és következtetések

1. Az enzim tisztítása

A tisztítás lépései ultracentrifugál&st és dialízist 

követő DLAE-cellulőz kromatogrufia és ismételt foszfocel- 

lulóz kromatográfia voltak. Az eredményeket az I. táb­

lázat tünteti fel. Látható, hogy a dializált felüluszóhoz
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viszonyítva ATPiPP^ kicserélődés alapján mintegy 1600- 

-szorosra tisztítottuk az enzimet, és a kiindulási ak­

tivitás 6 %-a maradt meg. Az egyes tisztítási lépésekről 

a következőket mondhatjuk el.

Az alkalmazott késes homogenizálás 0,25 14 szacharóz,

3 mii MgCl^-han intakt sej ti.iagvak preparálását tette le­

hetővé, Így a patkány máj sejtmagok magas ribonukleáz 

tartalma nem szennyezte a felüluszót. Továbbá, mivel ilyen 

körülmények között valószínűleg a mitokondrium membrán 

sem sérült meg, a tisztított tirozinitRNS ligáz csaknem 

kizárólagosan a citoplazmából származik.

Az alkalmazott ultracentrifugalási lépés szükséges­

ségét indokolja, hogy 120 perces 36 OOO g-vel végzett 

ülepités után a riboszőmák a felüluszóban maradtak és a 

riboszőma fehérjék foszfocellulózröl együtt eluálődtak 

az enzimmel. 90 percnél hosszabb idejű centrifugálna, 

vagy 100 000 g-nél nagyobb ülepítő erő hatására viszont 

a sejtekoen lévő aminosav aktiváló és fehérjeazintetizáló 

komplex kiülepedhet, az ebből eredő veszteség elérheti 

az enzimaktivitás 1/3 részét is /81/.

Az itt nem közölt kísérleteink eredményei arra mu­

tattak, hogy EDTA inaktiválja az enzimet, tehát az vala­

milyen kétértékű kationt igényel. A homogenizálás során 

3 mM, a dializistől kezdve 5 mM koncentrációjú HgCl^ elég 

volt az enzim aktivitásának megőrzéséhez.
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I. táblázat

TirosinstHNS ligás tisztítás összefoglalása

összes Összes Specifikus 
fehérje aktivitás aktivitás

E/mg

Tisz- 
titás 

mértéke
Frakció Térfogat Hozam

ml Emg

Dialxzált
96 OOO g 680 
felüluszö

6400 73 OOO 11,4 100 1

DEAE- -
-cellulóz 428 30 650 71,3 42 6,3

Foszfo-
cellulóz I. 4,0 1,3 11 360 8 740 15,5 767

Foszfo- 
cellulóz II, 0,25 4 5502,0 18 350 6,23 1610

Egy átlagos onziiatisz ti tás adatai, 250 g májból
kiindulva. Egységnyi /1 Е/ enzim 1 nmol ATPtPP.. ki- 

cserélődést katalizál percenként, az Anyagok és mód­
szerek c, fejezetben ismertetett körülmények között.

Intenzív dialízis szükséges az ultracentrifugált fe- 

lüluszó pontos aktivitásraéréséhez. TirozinitKKS licráz akti­

vitásnak a tirozin jelenlétében és tirozin hozzáadás nél­

kül mért ATPiPP^ kicserélődés sebességeinek különbségét 

tekintettük. Nem kielégítő dialízis esetén előfordulhat, 

hogy az utóbbi értékben a felüluszöban lévő tirozintói füg­

gő kicserélődés sebessége is benne van. Ebben az esetben 

tlrozinitBNS ligáz aktivitásra a valódinál kisebb értéket
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kapunk. Általában elfogadtuk, ha a nyers kivonat ATPiPP^ 

kicserélődést katalizáló aktivitása tirozin nélkül nem 

haladta meg a tirozinnal mért reakciósebesség 10 %-át.

A DEAE—cellulóz kromatográfiát követően a frakciók tiro­

zin nélkül nem katalizáltak ATPiPP^ kicserélődést, ami 

arra utal, hogy nem tartalmaztak szabad aminosavat.

A DEAE-cellulőz kromatografia szerepe az enzim el­

választása nukleinsavaktől, foként tRNS-tol. Emellett a 

0,1 Ы KC1 elualő sókoncentráció megválasztásával néhány- 

szoros tisztítás is elérhető a lépéssel. Az enzimaktivi­

tás az aluált fehérje csúcs első felében található.

A foszfocellulőz kromatografia a legnagyobb tisztí­

tást eredményező lépés. Az elválasztás alapja, hogy a 

nukleinsavmentes aminosav aktiváló enzimek a többi fehér­

jénél erősebben kötődnek a foszfocellulőzhoz. A kötődésben 

a sok negativ töltésű foszfát csoportnak van szerepe, ami 

nukleinsavhos hasonlóvá teszi a cellulózt. A lépés tehát 

affinitás-szerű kromatográfiának tekinthető.

A foszfocellulőz oszlopon átfolyik csaknem az összes, 

hemoglobin-származéktól színes anyag. 0,1 £1 KCl tartalmú 

puffer halvány rózsaszín fehérje oldatot eluál, enzimak­

tivitás nélkül. A színtelen enzim oldat 0,2 H KCl THEí-í 

puffarral eluálható. 25-30 térfogatszázalék glicerin gyen­

gíti a fehérjék oszlophoz kötődését, az enzimaktivitás zö­

me már 0,1 li KCl hatására eluálódik. Ezzel a lépéssel



- 29 -

1. ábra t Foszfoeellulóz rekromatográfia

5120 E enzimet /0,8 mg fehérje/ vittünk fel 
lxll era foszfoeellulóz oszlopra, mostuk 3 osz­
loptérfogat THEM pufforral, eluáltuk 200 ml 
0-0,3 M KC1 tartalmú THEM pufferral. Frakciőtér- 

fogat 2,5 ml volt, 0,45 ni frakcióban lévő enzim 

által 6 perc alatt képzett 32p дрр mennyisége ad­
ja a frakciók aktivitását, az E28o a frak­
ciók fehérje-tartalmával arányos, Л Cl” koncent­
rációt AgbO^ oldattal végzett titrálassal hatá­
roztuk meg íiohr szerint, A viszintes nyilial je­
lölt, összöntett 8 frakcióban 2020 E enzim , és 

0,11 mg fehérje van, a kitermelés 40 %-os, a 

tisztítás 2,8-szeres,
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80-lGO-szoros tisztítást értünk el, 40 % körüli kiterme­

léssel*

A foszfocellulcB rekromatoyráfia az ionerősség li­

neáris emelésével elért nagyobb felbontás miatt az enzim 

további tisztulásához vezet. Az 1. ábra mutatja, hogy 

a nem enzim fehérjék eluciója már 0,1 M Cl" koncentráció­

nál megkezdődik. Az oszlophoz kötődött fehérjék nagy ré­

sze lejön az oszlopról, egy kis enzimaktivitás kíséreté­

ben. Az enzimaktivitás zöme éles csúcsban eluáIható az

oszlopról, egy kevés fehérjével. Egyszer reaktivált — 

használat után 1 M KCl tartalmú TMEM pufferral mosott, 

majd ekvilibrált - foszfocellulóz használata előnyös, 

mert a teljtesen friss cellulóz-foszfát az enzim egy 

részét nagyon erősen köti, és bár az enzimáktvitás csú­

csának helye ekkor is 0,16-0,21 M Cl** koncentráció közé 

esik, a kitermelés igen alacsony.

2. Az enzim preparátum tisztasága és

stabilitása

Az enzim preparátum tisztaságát a fehérjeszerkeze­

tet felbontó és a fehérjéket denaturáló körülmények kö­

zött végzett elektroforézissel vizsgáltuk. A foszfocellu­

lóz rekromatográfia után nyert preparátum összes fehérjé-
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^: IB

А в С

2 , ábrat Az enzim preparátumok SDS-poliakrilamid gél-

elekfcroforézise

Az elektroíorézis körülményeit az Anyagok és 

módszerek c. fejezet 5. pontjában irtuk le. 

А» foszfocellulóz I. minta, 16 yg protein,
Bt foszfocellulóz II. minta, 10 yg protein, 

Cs E. ooli RNS-polimcraz, 5 yg protein

inek több, mint 5ö %-a egyetlen csikban található. Mivel 

a 2. ábra A és В géljeinek összehasonlításából láthatjuk, 

hogy az utolsó tisztítási lépésben ez a fehérje dusul fel.
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ezt gondoljak az enzimnek« A szennyező fehérjék néhány 

halvány csikót adnak«

Elmondhatjok tehát, hogy a tirozinjtRNS ligázt több, 

mint 50 %-os tisztaságban sikerült kinyerni« Ez, figye­

lembe véve az ATPsPP^ kicserélődés alapján mért 1600- 

-szoros tisztulást, azt jelenti, hogy patkány májból 

csak a fenilalanin aktiváló enzimet tudták eddig meg­

közelítőleg ilyen tisztaságban előállítani. Tscherne ás 

munkatársai számoltak be a fenilalaninatkNS ligáz 1500- 

-szoros tisztításáról és arról, hogy szerintük az enzim 

50 %-oanál tisztább /55/.

A leucinstRES ligázt 350—szeresre tisztították, 

más aminosav aktiváló enzimet nein tudtak kimutatni a

preparátumból, de fehérjeszintézis elongációs faktorokat 

találtak nagy mennyiségben /03/.

A treonin aktiváló enzimet 400-szorosra /29/, a 

szerinttRNb ligázt öGO-szorosra /34/ tisztították, ue 

százalékos tisztaságot még nem tudtak megadni.

Deutscher, aki giutaminsav aktiváló enzimet tisztí­

totta 150-szeresre, maga is elismerte, hogy preparátuma 

a glutaminsawal azonos mértékben aktiválja a lizint is 

és más szennyező fehérjéket is tartalmaz /82/.

A tisztítás nehézségeire magyarázatul szolgálhatnak 

bandyopadhyay és Deutscher eredményei /öl/• Ők vizsgál-
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ták a legrészletesebben azt, hogy patkány májban - de va­

lószínűleg más emlősök más szerveiben is - az aminosav 

aktiváló enzimek és a fehérjeszintézis faktorai egyet­

len, izolálható, óriási komplexet alkotnak. Ennek a komp­

lexnek lipid komponense is van, ami az egyas enzimek tisz­

títását még nehezebbé teszi /35/.

Szükséges volt , hogy megnézzük, vajon a szennyező 

komponensek zavarják-e az enzim által katalizált reakció­

kat. Л XX» táblázat adataiból kitűnik,hogy olyan mértékű 

RN-az szennyezés, amely a tRNS töltés mérését zavarná, 

mär az első foszfocellulóz kroraatográfiát követően 

sincs a preparátumban. Magas specifikus aktivitású ra­

dioaktiv RNS-t a tRNS töltésben használt enzim 15-30-szo-

ros mennyiségével 60 percig inkubálva nem csökkent a ki­

csapható radioaktivitás mennyisége.

Elképzelhető, hogy a tirozin tRMS ligázon kivül még 

más aminosav aktiváló enziKi is eluálódott a foszfocellu­

lóz oszlopról. Az első foszfocellulóz krowatográfia utá­

ni preparátum tirozin kivételével az Összes aminosavat 

2 mM koncentrációban tartalmazó reakcióelegyben a csak 

tirozin jelenlétében mérthez képest 12 %-os sebességgel 

katalizálta az ATPíPP^ kicserélődést. A foszfocellulóz 

rekromatográfia után ez az érték még mindig 10 i fölött 

volt. Mivel azonban a mérés a tirozinitRIíS ligáz katali-
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II. táblázat

Az enzim hatása a TCA-val kicsapható RNS mennyiségére

Enzim
mennyiségFrakció RNS csapadék

ug

0,96о
Foszfo - 
cellulóz I. 0,625

1,25
1,0
0,96

0,96
1,11
0,96

О
Foszfo - 
cellulóz II. 0,5

1,0

^P—jelzett rRNS-t /54 OOQ cpm ug és változó 

mennyiségű enzimet inkubáltunk 0,15 ml 0,13 M kálium- 

-kakodilát pH=7,2 puffarban 60 percig 37°C-on. Hozzá­
adtunk 0,5 mg BSA-t 0,05 ml vízben, és 1 ml 10 4-os 

TCA oldattal kicsaptuk az RNS—t. A csapadék radioakti­
vitását szűrés és TCA—s mosás után határoztuk meg, a 

tRNS töltésnél lftcLrtak szerint.

zálta reakció optimális körülményei között történt, a 

szennyező enzimaktivitás a mértnél valószínűleg magasabb.

Az enzimet 50 % glicerinben -20°C-on tárolva 45 

nap után még 0,05 mg/ml fehérjekoncentráció esetén sem 

volt aktivitás vesztés.
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3. Az enzim molekulasúlya L» alegység szerkezete

105

>4

-3
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o
Z3

-Ж
ö»
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Б

104-

0 Q5 1
vándorlási sebesség (cm/hr)

3. ábra* Aiv. „у w-: uoloXulaauly meghatározás* ijiiß-polx -
akrllamid qélelektroforézlasel

Az elektroforézis körülményeit az Anyagok és 

módszerek c. fejezőt 5. pontja tartalmazza. A 

2,5 asm vastag gélre, 3 mm széles mintahalyre a 

standard fehérjékből csikónként 1 мд-ot, a foszfo- 

cellulóz rekromatografált tirozimtRKS ligásból 
2 jig-ot vittünk fel. A fehérjék 14 órán át 25 V 

feszültség hatására vándoroltak.

Standardok* citokrom с /1/, tyuk tojás al­
bumin /3/, marha szérum albumin /4/, E, coli 

RNS-polimeráz a /2/, В /6/, в*/7/ alegység és 

Z> faktor /5/. Ea tirozin aktiváló enzim.
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Az SDS-poliakrilaiuid géieiektroforézist felhasz­

náltuk arra is, hogy megmondjuk az enzim preparátum 

£6 komponensének molekulasúlyát. Az SDS ugyanis megszün­

teti a fehérjék közötti töltés különbségeket és SDS- 

poliakrilamid gélben az elektromos tér által kiváltott 

vándorlás sebessége egyenesen arányos a molekulasúllyal.

Ismert irolakulasulyu fehérjéket futtattunk együtt 

az enzim preparátumokkal# lemezgélben. Az eredményt a 

3. ábra mutatja. Azt kaptuk, hogy az enzim preparátum 

fő komponense alig nagyobb, mint a marha szérum albumin-. 

Molekulasúlya 68 OOO-nak adódott.

Meg kellett vizsgálni, hogy vajon az enzim aktiv 

formája milyen molekulasulyu. hz Eephadex G-200 oszlo­

pon végrehajtott gélszüréssel történt, A gélszürésben, 

nem denaturáló körülmények között az enzim megőrzi ak­

tivitását. A meghatározás alapja, hogy bizonyos határok 

között lineáris az összefüggés a molekulasúly és az elu- 

ciős térfogat között.

3-5°C között 3 alkalommal elvégzett gélszürésben 

az enzim nagyobbnak adódott, mint a nyúl izom tejsav-de- 

hidrogenáz. A harmadik ábra alapján becsült molekula­

súly 150 - 160 OOO.

Természetesen enem zárhatjuk ki a standard fehér­

jék aggregálódását egymással és az enzimmel, de az ion-



4.
gél3zügéssel

1,5 x 92 ош oszlopra 900 E tirozinstKNS ligázt 

/БОС Е/шg/, 15 000 E marha máj katalázt, 20 E 

nyúl Izom tejsav-aehidroc/enázt, 68 ид coli 

alkalikus foazfatázt és 1 mg lő szívizom cito- 

kront c-t vittünk föl 1 mi-ben, Ekvilibrálás és 

eiuciö 0,1 U KC1 tartalmú ТИЕМ pufforral történt. 

2 inl-ез frakciókat szedtünk.

Is citokróm c, 2: alkalikus foszfatáz, 3: tejsav- 

-dehidrogenéz, 4s kataláz, ás tirosin aktiváló 

enzim.
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erősséget úgy választottuk meg, hogy ezt elkerüljük. 

Elképzelhető az is, hogy az elektroforéziaban mutatott 

kis mennyiségű szennyezések valamelyik kötődik az en­

zimhez.

Az említett megszorítások mellett is jogosnak lát­

szik azt feltételezni, hogy az elektroforézisben kapott 

68 000 raolekulasulyu polipeptidekbol kettő alkotja az 

aktív enzimet. Valószinü tehát, hogy az enzim két azo­

nos alegységből áll. Ugyanilyen szerkezetű az E. aolia 

a Baoillua stearothermophylus és a sertés pancreas 

tirozin aktiváló enzim is.

4. Az ATPtPP.^ kicserélődési reakció

Az enzim preparátum tRilS nélkül is jól mérhető 

sebességgel katalizálja a tirozin függő ATPíPF^ kicseré­

lődést. A kicserélődési reakció faltétele, hogy enzlm- 

-tirozil-adenilát komplex jöjjön létre, amely dinamikus 

egyensúlyban állandóan kicseréli az AKP komponenst úgy, 

hogy az a reakcióközeg PP^ molekuláival ATP-t képez, 

miközben másik molekula ATP hidrolizál АМР-re és piro- 

foszfátra. A kicserélődési reakció sebessége az enziiu- 

-tirozil-adenilát komplex koncentrációjától függ, szubsz-
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5. ábra: Az ATPtPP^ kicserélődés рИ-függése

A reakcióelegy összetétele a puffertet ki­
véve azonos az Anyagok és módszerek c. feje­
zetben leírttal. A K+ koncentráció mindegyik 

elegyben 120 mH, Az ordinátán 0,79 b enzim 

2 perces aktivitás értékei láthatók.

o-o-o-o- tris-IICl, -o-a-o- kálium kakodilát 

puffer.

trat telítésnél valamennyi enzim molekula komplexet ké­

pez, a mért sebesség az enzim mennyiségével arányos.

Valamennyi kísérletet foszfocellulóz oszlopon kro- 

xaatografált enzimmel végeztük.
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Az 5. ábra rautat ja a kicserélődési reakció pH füg­

gését. Bár kakodilát puffarban egy kicsit magasabb a 

reakciósebesség, kisérleteinkban pH=*7,65 értékű tris-HCl 

puffert használtunk, mert annak nagyobb a pufferkapaci- 

tasa az optimális pH környezetében.

Mint az a 6. ábrából látszik, az enzimaktivitás

. ?

6. ábra: A tirozir. koncentráció hatása az ATP:PP^
kicserélődésre

A kezdeti sebességeket az Anyagok és módszerek 

c. fejezetben leirt reakcióelegyben mértük meg, 
2,2 mM pirofoszfát koncentrációnál, a tirozin 

mennyiséget növelve. Az ordinátán 0,05 E enzim 

aktivitás értékei láthatók.
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méréskor alkalmazott 1 mM tlrozin koncentráció az enzi­

met telitő koncentráció többszöröse, A tirozin függés 

mérését frissen kromatoyrafált enzimmel végeztük, amely 

nem tartalmazott proteolizisből származó endogén tiro- 

zint. A látszólagos Michaelis állandó 0,0125 mi —nak a- 

dódott.

7. ábra: Az ATP koncentráció hatása az ATP:PP. kicseré-
* ■■ " *■“" ' ■ ' ■ ...... ............... 1..............X nTIT r r

lodésre

A kezdeti sebességeket az Anyagok és módszerek c, 

fejezetben leirt reakcióelegyben mértük meg, ki­
véve, hogy 5 mii PP^ és 5,5 mM i!g++ koncentrációk 

mellett változtattuk a hozzáadott 1:1 arányú ATP: 
Mg oldat mennyiségét. Az ordinátán 0,5 E enzim 

aktivitás értékei láthatók. 4ь
~KSÜ'iO\\ъ
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A 7. ábra alapján az enzimaktivitás méréskor alkal­

mazott ÍO mM ATP telíti az enzimet as ATPiPP^ kicseré­

lődésben, A látszólagos Michaelis állandó 1,7 mM,

++ koncentrációt úgy választottuk meg, hogy 

mindenkor egy kissé /0,5 - 2,5 raEi-l*!/ felülmúlja az

Éppen ezért az 

koncentrációt együtt

növeltük az ATP koncentrációval. Túl magas Mg++ 

centráció esetén ugyanis a reakciőelegy pH értékéit a

Komplex formájában kicsapódik, és ez csökken-

A Mg

ATP és PP^ együttes koncentrációját, 

ATP-függés vizsgálatánál a Mg++

kon-

&P± Mg 

ti a mérhető sebességet.

A reakciőelegy többi komponensét vizsgálva a re­

akció 30-200 mii K+ koncentrációk közötti széles opti­

mum tót mutat, A xaerkaptoetanol nein növeli a reakció- 

sebességet, de jelenlétében kisebb a mért értékek szó­

rása, különösen a tisztitás első két lépése után.

Az alkalmazott 1 mM tirozin, 10 raM ATP, 2,5-4,5 mM 

PP^ és 15 mM Mg++ koncentrációknál a reakció legalább 

12 percig lineáris /8, ábra/. Az enzim tehát ennyi 

idő alatt a reakcióelegyben nem inaktiválódott. Mivel 

kicserélődési reakcióban szubsztrát fogyás nincs, a 

linear!tás fennállt 12 percen belül magas enzim koncent­

ráció esetén is addig, amig a bevitt PP^ 10 %-a ki nem 

cserélődik. Ekkor ugyanis a keletkezett radioaktiv ATP 

visszaalakulása is számottevő lesz /16/, A 8, ábrán lát-
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8. ábraI Az ATPiPP^ kicserélődés idofügqése

A reakcióelegy azonos volt az Anyagok és mód­
szerek c. fejezetben leírttal. Az ábrán 0,0055 yg 

foszfocellulőz I. enzim aktivitás értékei lát­
hatok, tirozin jelenlétében /o-o-o-/ és tiro- 

zln nélkül /— Q - a-a /

ható az is, hogy tirozin nélkül nincs kimutatható 

ATP*PP^ kicserélődés.

Ha a legjobban tisztított enzim specifikus aktivi­

tása 18 GOO rniol/min/mg, az enzim molekulasúlya 150 üOO 

és a preparetuiaot 100 % tisztaságúnak tekintjük, akkor 

egy molekula enzim egy perc alatt 2700 kicserélődést 

katalizál. Mivel az enzim nem lOO % tisztaságú, a tény-
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leges érték ermál magasabb és mindenképpen felülmúl­

ja a sertés pancreas tirozin enzim 1500 értékét /11/, 

alatta marad viszont a marha pancreas triptofán enzim 

10 000 értékének /4/,

5. A tirozil-tPJflS szintézise

Miután az enzimet tisztítottuk az egyszerűen ki­

vitelezhető ATP:PP^ kicserélődési reakciót használva 

a tisztítás követésére, és igazoltuk, hogy zavaró meny- 

nyieégü RN-áz szennyezés nincs a preparátumba, megmér­

tük a tRNS töltés optimális körülményeit. A 9. ábra a 

tRNS töltés pH-függését mutatja. Tris-HCl pufferban, 

valószínűleg a tris észterkötés hidrolízist katalizá­

ló hatása miatt az értékek sokkal alacsonyabbak, mint 

kakodilát pufferban. A pH optimum értéke 6,6, szemben 

az ATPjPP^ kicserélődés pH=7,4 optiraum értékével. To­

vábbi kísérleteinket pH=6,6 kakodilát pufferban végez­

tük.

A következő kísérletekben foszfocellulóz oszlo­

pon frissen kromatografált enzimet használtunk. A ti­

rozin koncentráció befolyását a tRNS töltésre a 10. 

ábra mutatja. A látszólagos Michaelis konstans 0,0132 

roM, csaknem azonos a kicserélődési reakcióban mért­

tel. Jelentősen különböznek viszont az ATP-re mért
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9 • ábrat A tirozil-thiaS szintézis ph-iuqqeae

A reaxcióelegy összetétele a pufferok ki­
vételével azonos az Anyagok ée módszerek c. 

fejezetben leirttal. Az ordinátán 0,14 E 

enzim 4 perces aktivitás értékei láthatók 

tris-HCl pufferban /-o-o-o-/ és kálium-ka- 

kodilát pufferban /-a-o-u- /,

Michaelis konstansok. A 11. ábra adataiból tRNS töl­

tésre 0,208 műi adódik, szemben a kicserélődési reakció­

ban mért 1,7 siCi értékkel.
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10. ábra: A tirozin koncentráció hatása a tRNS töltésre

A kezdeti sebességeket az Anyagok és módsze­
rek c. fejezetben leirt reakcióelegyben mér­
tük meg. A PVG/c patkány máj keverék tRNS-sel 
bevitt tRl^IStУr koncentrációja 1,4 yM volt, a 

tirozin specifikus aktivitása 100 Ci/mol. 

Az ordinátán 0,3 E enzim aktivitás értékei 
láthatók.

A tRNS befolyását a tirozil-tRNS szintézis sebes­

ségére a 12. ábra mutatja. A látszólagos Michaelis állan­

dó 1,36 x lo ^ M* Ez az érték jól egyezik más enzimek 

keverék tRES-sei kapott Michaelis állandóival. Tiszti-
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11 • ábra : Az ATP koncentráció határa a fclcHS töltésre

A kezdeti sebességeket az Anyagok és módsze­
rek c. fejezetben leirt reakcióelegyben mér­
tük meg. A reakcióelegy 0,1 mfí 50 Ci/mol 
specifikus aktivitású 14C tirozint és 0,9 uM 

tirozin akceptor aktivitású WA patkány máj 
Keverék tKNS-t tartalmazott. Az ordinátán 

0,22 В enzim aktivitás értékei vannak feltün­
tetve .

tott tkbfS-sel végzett kísérletekből adódik ennél ala- 
«•8csonyabb, 10 M nagyságrendű érték /55/.

Az enzim által katalizált tR2?S töltés sebességét
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12. ábra* К tRNS koncentráció hatása a tJ&iS töltésre

A kezdeti sebességet az Anyagok és módszerek
a. fejezetben leirt módon mértük meg. 50 Ci/mol

14C tirozin koncentrú-specifikus aktivitású 

ciója 0,1 mii volt. A roakcióelagy PVG/c pat­
kány máj keverék tklíS koncentrációját növel­
tük. 1 E tlüilS tirozin akceptor aktivitása 

8,45 praol volt. Az ordináta 0,38 E enzim ak­
tivitás értékeit tünteti fel.

2öo

10 mil ATP, 0,2 mM tirozin és 0,83 pM tRNStyr 

cióknál mértük. A reakció 5 percig lineáris volt /13.

koncentrá-

ábra/. Ilivel uz alatt az idő alatt az enzim a tPUS 40 %-

-át észteresitette, arra kell gondolnunk, hogy a linea- 

ritásnak elsősorban a tRNStyr alacsony koncentrációja

szab határt.
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13, ábra* A tirozil-tANS szintézis időfüqgése

A reakcióelegyben 0,2 mM tirozin /10 Cl mól”"1/, 

10 mii ATP és 330 nM tirozin acceptor aktivi­
tású WA patkány máj keverék tHHS volt jelen.
A többi komponens koncentrációi megegyeztek 

az Anyagok és módszerek c. fejezetben leirt- 

takkal. Az ábrán 0,33 b enzim aktivitása lát­
ható .

0,35 E enzim által katalizált tHltö töltés sebessé­

ge 7,6 pmol/min, Ez a kicserélődési reakció sebességé­

nek 2,17 %-a. Általában több enzimpreparátum átlagosan 

2 %-os sebességgel katalizálja a tEIíS töltést az АТР»РРА 

kicserélődéshez képest. Ez enzim raolekuIánként percen­

ként 54 molekula t'JLiS észteresitésének felel meg.
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6. A reakció mechanizmusra vonatkozó következtetések

Bár más szerzők az ATP*PPi kicserélődés és a tRNS 

töltés optimális körülményeinek összehasonlitásából 

gyakran következtetnek a reakció mechanizmusára /36,

37/, szerintünk a következtetés nem indokolt. Ilyen tí­

pus u kísérletek eredményei ugyanis rendszerint össz­

hangba hozhatók a bevezetőben ismertetett két lehetsé­

ges reakciőut bármelyikével. A mi kísérleteinket tekint­

ve az, hogy a kicserélődési reakció és a tRNS töltés 

pH optimumai különböznek egymástól, és a kicserélődési 

reakció 50-szer gyorsabb, összhangban lehet azzal, hogy 

a tirozil-adenilát-enzim komplex intermedierje a tRNS 

töltésnek, de azzal is, hogy tRNS jelenlétében a tRNS 

kötődik elsőként az enzimhez és az aminosav aktiválás­

nak nem intermedierje a tirozil-adenilát-enzim komplex.

Nem lényegtelen, hogy mig a tirozinra mért látszó­

lagos Michaelis állandók megegyeznek az ATP:PP^ kicseré­

lődésben és a tRNS töltésben, az ATP Kt. értékek külön- 

böznek. Véleményünk szerint az 1,7 mM és 0,21 mM közöt­

ti különbség nem magyarázható csupán a két reakcióelegy 

pH értékének eltérésével. Elképzelhető, hogy a töltött 

vagy töltetlen tRNS kötődése az enzimhez megváltoztat­

ja annak katalitikus tulajdonságait.
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A tRNS hatása az ATP*PP^ kicserélődés sebességére 

viszont többet elárul. Ha a tirozll-adenilát-enzim

komplex egy részét a tRNS töltés elvonja, az ATPiPP.. 

kicserélődés sebessége csökken, de a csökkenés nem 

lehet nagyobb, mint a tRNS töltés maximális sebessége, 

azaz esetünkben 2 %• Mig ha a tRNS az első szubsztrát 

és az ATPíPP., kicserélődést az enziia-tirozil-adenilát- 

—tRNS komplex végzi, valamint a szubsztrátok kötődése 

a sebességűm! táló, akkor az ATPiPP.. kicserélődés 

nem lehet lényegesen gyorsabb a tRNS töltésnél.

A III. táblázat adataiból látható, hogy az enzi­

met telitő, 1 x lö~ö M koncentrációjú tRNSt^r 

rélődési reakció sebességének néhány %-os csökkenését 

okozta, az 5 % és 2 % közötti különbség a módszer hi­

bájának tudható be. Ez az eredmény a második lehető­

ség ellen szól, és az első reakcióutat valószinüsiti. 

Indirekt bizonyíték tehát arra, hogy a tRNS töltésnek 

intermedierje a tirozil-adenilát-enzim komplex.

a kiese-
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IV. összefoglalás

Patkány máj citoplazmatikus fcirazinitRNS ligázt 

tisztítottunk ultracentrifugáidat és dialízist követő 

DBAE-cellulóz kromatográfiéval és ismételt foszfocel- 

lulöz kromatográfiával. Bár az enzim nem homogén, az 

ATP*PP^ kicserélődés alapján mért több, mint 1000-szeres 

tisztulás, KN-áz mentesség és a tárolás körülményei kö­

zötti stabilitás lehetővé tették az enzim néhány kine­

tikai jellemzőjének meghatározását•

Az ATPíPP^ kicserélődés pH optimuma 7,4, a tkXS töl­

tésé 6,6. A látszólagos Michaelis állandók a többi szubsz- 

trát telitési koncentrációinál tirozinra 0,0125 mM és 

ATP-re 1,7 mii az ATP iPP^ kicserélődésben, mig tRNS töl­

tésben tirozinra 0,0132 raM, ATP-re 0,20S rali és tiihSu'f r- 

-re 1,36 se Ю"7

Sephadex G-200 gélszürésből az enzim molekulasúlya 

150-160 000-nek adódott, SDS-poliakrilamid gélelektroforé- 

zis alapján az enzim két 68 OOO molekulasulyu alegység­

ből áll.

M.

Egyetlen enzim molekula becslés szerint 54 molekula 

tRNS-t tölt 1 perc alatt, az ATP»PPi kicserélődés 50-sser 

gyorsabb, Ä hozzáadott tHNS az ATPiPP^ kicserélődést
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nem lassítja lényegesen, arai összhangban van azzal, 

hogy a tirozil-adenilát-enzim komplex a tRNS töltés 

intermedier je és a tRNS töltés sebesség-liraitáló lépé­

se a komplex kialakulását követő lépések valamelyike.
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