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A dolgozat alapjéul szolgéildé kisérleteket
az MTA, SzBK, Biokémiai Intézetének Anyagcsere
szabdlyozés csoportjéban végeztem,

Koszbnetemet fejezem ki Dr, Dénes Gézdnak,
aki végig iranyitotta munkamat, br, Nagy Judit-
nak értékes tanacsait &s mddszertani segitségét
ks20nbn, Halés vagyok technikai munkatérsam,
Kombécsin Mihélyné lelkiismeretes és szorgalmas
munkajaért,

A dolgozat kéziraténak atnézéséért és érté-
kes megjegyzéseikért Dr, Straub F, Brundnak és
Dr, Kiss Antalnak, valamint munkatérsaimnak,
Fejes Erzsébetnek, Dr, Dusha Ilonédnak és Dr.
Kuzsel Evénak tartozom kbszdnettel,

A dolgozatban leirt kisérletekben felhasz=-
ndlt B, coli RNS polimerédzt és rRiS-t a Biokémiai
Intézet Nukleinsav Csoportjénak munkatérsai bo-
csatottidk rendelkezésemre, akiknek ez uton mon=
dok kiszdnetet.



ROviditések:

E. coli : Escherichia coli
RN=&z : ribonukleéaz

SPF [specific pathogen free/: specifikus koérokozdtdl
mentes

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

E : enzim egység

PPi H P207 ¢+ pPirofoszfat

ﬁEAE-celluloz $ dietil=amino-etil=celluldz
Triss trisz/hidroxi=-metil/—amino-metén
SDS s natrium—dodecil-szulfat

EDTA ¢ etilén~diamin-tetraecetsav

TCA ¢ triklor-ecetsav

BSA s marha szérum albumin

AS § aminosav
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I. Bevezetés

Az aminosav aktivaldé enzimek = aminosavitRNS liga=-
zo0k, E,C.6.,1.1. = fontos szerepet jatszanak a fehérje
bioszintézisben, aktivdlt aminosavakat, a fehérjeszinté-
zis szubsztratjait szolgaltatjék, Ugyanakkor az aminosa=
vakat spedifikué hordozdhoz is kapcsoljék, eza&ltal bizto-
sitva a genetikai informé&cidé hibatlan leforditésanak fel=-
tételét,

Tekintettel kulcsszereplikre és afra, hogy csaknem
tévedés mentesen valasztjék ki a természetben eldforduld
aminosavak és tRNS—ek k&zlil a megfelelSket és kapcsoljak
azokat Ossze, érthetd az enzimek felfedezése [1-3/ Ora
iréantuk megnyilvanuldé nagy érdeklbdés,., JelentSsek ugy is,
mint két makromolekula = nukleinsav és protein - kdzdtti
kblcsbnhatés vizsgélaténak modelljei, éS mint hé&rom szub-
sztratos enzimek, az enzimreakcidk mechanizmusét vizsgas=
16k részérdl is fokozott figyelemre tartanak szamot,

Annak ellenére, hogy az aminosav'aktivélé enzimekrol
és az altaluk katalizalt reakcidrdl nagyon sokat tudunk,
ezek az ismeretek fOként mikroorganizmusok enzimjeinek
vizsgdlataibdl szédrmaztak, mig magasabbrendi ndvények és
dllatok enzimjei sokkal kevésbé ismertek. Elegendd, ha

arra utalunk, hogy a mai napig mind8ssze egyetlen &llati



eredetl aminosav aktivald enzimet tisztitottak a homoge=
nitésig, a marha pancreas triptofans tRNS ligazt./4,5/.
Az emlOs aminosav aktivald enzimekxSl alkotott kép hia=-
nyos voldé inditott benniinket arra, hogy megprébaljunk
egy ilyen enzimet tisztitani és jellemezni, Viélasztéasunk
a tirozin aktivald enzimre esett, wmert az Eschericiaia
eolt tirozinstRNS ligéz volt az elsd enzim, amelyet kine=
tikal jellemzOk meghatérozésara alkalmas tisztasdgban ki~
nyertek [6/ és azbta tisztitottik Baeillue subitilisbdl
16/, Bacillus etearothermophylusbdl |7, pékélesztibil
18,9/ és ennek egy muténsabdl /10/, sertés pancreasbdl
/11/ és tovéabb tisztitottdk Escherichia coli B tdrzsbil
is /[12/,

Ez a dolgozat a patkiny mé&j citoplazmatikus tirozing
tRNS ligaz [E.C.6.1.1l.1l,/ tisztitasérdl és néhany tulaj-
donsé&gardl szél, Hogy az elézményeket legaldbb vazlato=-
san ismerhessiik, tekintslik at eddigi ismereteinket az
aminosav aktivalas wmechanizmusardl és az eddig izolidlt

enzimek £6bb tulajdonsigairdl,

l. Az aminosav aktivialés mechanizmusa

Az aminosavstRNS ligéazok az aminosavak karboxil cso=-

portjét a megfeleld tRNS molekulak 370H csoportjaval ész-



teresitik, az 1 egyenlet dltal Usszefoglalt reakcidban:

i AS + ATP + tRNS zm==> AS~tRNS + AMP + PP,

Az egyenlet egyben az enzimaktivitis mérési lehetOségeit
is magaban foglalja. Legaltaldnosabb a t6ltdtt tRNS mennyi=-
ségének meghatédrozésa, de mérhetjiik az ATP hidrolizisét
cagy az AMP keletkezés sebességét is [13/. Ezek mind a
teljes reakcid sebességmérési lehetfségei. Az enzimek

tRNS nélkil is képesek enzim-aminosav-adenildt komplex

képzésre, amely ATP:PP, kicserélddés mérést teszi lehetd~-

i
vé,

Az aminosav és ATP kotSdés sorrendjét enzim=-szubszt-
rat komplex izolélas mellett é&ppen az A.TP:PPi kicserélo-
dés kinetikai vizsgdlatéval deritették fel. Abban meg=-
egyeznek a szerzok, hogy az enzim=aminosav-adenilat
komplex képzldése szekvencidlis mechanizmusu, az aminosav

és ATP k&tOdés megelGzi a PP, ledisszocidlast /18/.

i
Megoszlanak a vélemények abban a tekintetben, hogy az
aminosav k&tddik~e eldbb [/19/ vagy az ATP [20-23/, vagy
random a kétddés (18, 24/,

A tRNS t8ltés mechanizmusdra vonatkozdé hipotézisek
alapvetben kétfélék, Az elst, klasszikus hipotézis sze=-

rint a tRNS t8ltés két lépésben tdrténik /3/:



s

B + AS + ATP = EAS~AVWP <+ PPi

EsAS ~AMP + ¢CRNS & AS~ CtRNS <+ AMP

fw

A mésodik hipotézis elismeri az E*AS~ ANP komplex
létezését, de csak tRNS hifnyéban, és nem tekinti a
tRNS tOltés intermedierjének /16/, A hipotézis szerint
a tRNS kitUdik elsd szubsztritként az enzimhez, és az

ATPIPP, kicser&lBdés E*tRNSeAS ~AMP komplex képztdésével

i
valik lehetségessé,

A tRNS tlltés két részreakcifra bontisénak torté-
neti oka van, El0bb fedezték fel ugyanis az aminosavak
enzimatikus aktivélodasac [/14,15/, majd késSbb azt,
hogy ugyanezen enzimek az aminosavakat tRNS-hez kitik
/1=3, 11/, Bz E*AS~ AMP komplex intermedier volta mellett
ez61, hogy kémiailag szintetizflt aminosav—-adenilitbél
PPy hozzdadissal ATP=-t képez az enzim [/25,26/, és izo=-
lélt komplexhez tRNS~t adva téltdtt tRNS képzldik /21,
27=29/.

Az enzin~aninosav-adenilit komplex intermedier vol=-
ta ellen 82061 Loftfield szerint /16, 38/, hogy

a/ van héhiny enzim, amely csak tRNE jelenlétében

képes ATPsPP, kicseréldésre [30=35/,

i
b/ poliaminok vagy divalens kationok helyettesitik
a Mg++-t a tRNS tUltésben, de az ATPSPP kicseré-

16dés nagyon lelassul [/36,37/,



¢/ egyes esetekben az izoldlt E*AS ~AMP komplexbdl
a tRNS t8ltés lassabb, mint ATP-LO1l é&s aminosave
bél /38/,

d/ Sh-gatlészerekkel /39/, poliuridilsavval [28,40/,
az enzim alegységekre disszocidltataséaval 141/
meg lehet szlintetni a tRNS tbltést, az A.'rPtPP1
kicserélddés véltozatlanul hagyisa mellett,

e/ a bakteridlis sejtben becsiilt tRNS koncentrécid
és az enzim=tRNS komplex disszocidcids &llandd=-
ja ismeretében valamennyi enzim molekulénak tRNS-
-sel alkotott komplex formijéban kell jelen lennie

a sejtben [42/,

Az e/ pont nem zérja ki, hogy az enzim t3ltitt tRNS=-
~sel alkotott komplex forméjéban van jelen a sejtben,
A d/ pont megéllapitésai nincsenek ellentmondasban

azzal, hogy az ATP:PP, kicserélGdést lehetlvé tevl

i
BEelAE ~ AP komplex keletkezése a tRNS tiltés részreakcid-
ja.

A ¢/ pontban leirt kisérletekrdl Kim &s munkatérsai
bebizonyitottik, hogy tévesek és félrevezetl eredményt
adtak /[43/.

& bl pontnéal figyelembe kell venni, hogy a lecsdk=
kent sebességl ATP:PPi kicserélodés is gyorsabb, mint a tRNS
tdltés, A poliaminok képesek helyettesiteni a Mg++—t a

tRNS térszerkezetének fenntartaséban.



Az a/ pont szolgdltatja a legerGsebb érvet, azonban
elBkisérletek szerint a tRNS-igényes arginin enzim is
hasznositja az Arg~ AlMP=t [45/ és a glutaminsav aktiva-
lés is két lépéses [46/.

Fersht és Jakes elfogadjdk mind a két reakcidutat,
10-100 msec felbontasu kisérleteik alapjén ugy vélik, hogy
alacsony tRNS koncentrécidnél az E, ceoli tirozil-tRNS
qzintézis valdszinileyg tirozil-adenilit-enzim intermedi-
eren keresztil tSrténik, mig telitési tRNE koncentrécidnial
a tRNS az ATP hidrolizis elStt kitOdik., A sejten belili
tRNS koncentracidtél filigg, hogy in viveo melyik reakcidut
jut tulsulyba [47/.

A reakcidmechanizmussal Usszfliggl mésik vetatott kér-
dés az, hogy mi a sebességmeghatarozd lépés, A probléma
vizsgalatéanal sokaéig dontd volt az a tény, hogy a kutatdk
a 2 és 3 egyenletek &ltal feltintetett részreakcidkat
fogadték el reakcid sorrendnek, Amig csak azt tudtik, hogy
az ATP:PPi kicserélGdés szamos esetben sokkal gyorsabb a
tRNS tOltésnél /16/, a tRNS kitOdését az aminosav-adeni=-
lat-enzim komplexhez gondoltik sebességmeghatirozdnak,

A toviabbiak sorén kiderillt, hogy az aminosav-adeniléat-en=-
zim komplexxr$l az aminosaviatvitel tRNS~re is sokkal gyor-
sabb, mint a teljes reakcid [48/. Ezt figyelembe véve uj
hipotézist &llitott fel Eldred és Schimmel /48,49/.

Szerintilk a sebességmeghatirozd lépés a tiltdtt tRNES le-



disszocialésa az enzimrdl., Ezt alidtamasztotta, hogy si-
kerilt az Ile-tRNS szintézis kétfazisos jellegét kimutat-
nis a szabad enzim pillanatszeriien k&ti és tdlti a tRNS~=t,
majd egy lassubb, a tOltdtt tRNS ledisszociélésa altal
meghatarozott linedris szakasz kivetkezik, Kbvetkezteté-
sllk 4ltalanos érvénye ellen szdl, hogy més szerzfk nem
talaltak lényeges kildnbséget a tolestt és tdltetlen

tRNS enzimhez kitOGdésének paraméterei kdzdtt [12/.

Fersht és Jakes [47/ nem tudott kimutatni kezdeti
gyors ATP hidrolizist vagy tRNS t&ltést, Viszont azt kap=
tak, hogy ez enzimet telitd koncentricidju tRNS jelenlé-
tében az ATP hidrol;zis sebessége megegyezik a tRNS tol-
tés sebességével &és sokkal lassubb, mint az ATP hidrolizi-
se tRNS nélkiill, Szerintiik a tRNS kitbdése az enziuhez le-
lassitja az aminosav és az ATP kétOdését, igy valik va=-
lamelyik utdbbi lépés sebességmeghatédrozdvi,

2, Az aminosav aktividld enzimek altalénos

tulajdonséagai

Az altalénos tulajdonségok leiraséat azért kisérel=-
hetjik meg, mert az enzimek sokféleségiik ellenére alap-
vetUen azonos reakcidt katalizalnak, Alegység szerkezetii-

ket és aktiv helyeik szamit vizsgilva egyardnt elmondhat-



juk, hogy az aminosav aktivdld enzimek szimmetrikus felé-
pitésiek,

Az enzimek egy, kettd vagy négy polipeptidbﬁl all-
nak, Egyetlen popipeptid lanc épiti fel példaul az élesz-
td tirozinstRNS ligazt /8,9/. A legtibb enzim két azonos
alegységb8l a4ll, Ide tartozik az E, eol? /6,12/, a Ba=-
eillus stearothermophylus |7| és a sertés pancreas [50/
tirozinstRNS ligédz, a marha pancreas [51/ és human pla=-
centa /52/ triptofén valamint a tyuk méj szerin /53/ ak=-
tivald enzimek, Négy azonos alegységb8l &ll a Saecharomy=
ces cerevisiae aS288C muténsbdl izoldlt tirozinstRNS
ligaz /10/, és két alegység par épiti fel az élesztl [54/
és patkény médj/55/ fenilalanin aktividldé enzimeket,

Ha tekintetbe vesszilk, hogy az I, eoli egyetlen poli=-
peptidbBl A4ll6 izoleucin [/56/ és leucin [/57/ enzimjei is
két azonos félre bonthatdk, a Baetllue stearothermophylus
valin enzim két aminosavat és ATP-t k&t [/58/, é&s a leucin
enzimhez hasonldéan ismétlddd peptideket tartalmaz [5%/,
nyugodtan dllithatjuk, hogy az alegység szerkezet nem
zarja ki, hogy az enzimek két azonos félre bonthatdk,

Tekintsilk 4t az enzimek szubsztratkdtd helyeinek
vizsgilatat a bakteridlis tirozinstRNS ligazokkal vég=
zett kisérleteken keresztill, Egyetlen kitShelyet taliltak
egyensulyi dializissel tirozinra /60, 61/, de kinetikai

kisérletek és gélsziirés egy masodik, gyenge kitlhely lé-



tezésére is utalt /58,61/ é&s Seppadex gélsziliréssel az
enzim két tirozin molekuldval alkott komplexét lehetett
izolélni [/20/. Az enzim~szubsztrit komplex kialakulasakor
mért fluoreszcencia valtozasbdél két ATP-kdtOhelyre kdvet=
keztettek /62/.

Gélsziiréssel [60/ és filter kotési kisérletekkel
/61] egyetlen tirozil=—adenilat k&tShely mutatkozott, mig
ATP hidrolizis mérésén alapuld titralas [/58/ egy masodik,
gyenge k&tOhely létére utalt,

Az enzimek egyetlen tRNS~-t kdtnek [63/ vagy kettdt,
és kiilonbdzO ertvel [B0/ és disszocidcids kisérletekkel
el lehetett ddnteni, hogy az enzim szimmetrikus, a két
tRNS molekula azért kdtbdik kilonbdzd erdvel, mert az el-
80 kbtGdés a masodik molekula kitddését megneheziti /64/,
illetve filteren az enzim két tRNS molekulaval alkotott
komplexe nyerhetd ki /[20/.

Osszefoglalva a szubsztratkdtbG-helyek szaménak és
viszonyanak vizsgalatat, lathatjuk, hogy a kisérleti mdd-
szerek fejltdésével minden szubsztratra megtalaltdk a ma-
sodik kdtShelyet, sOt azt is kideritették, hogy a koto=-
helyek azonos értékiliek, Ha pedig egy enzim két azonos
félre bonthatd és két azonos szubsztratkdtd hellyel ren=-

delkezik, akkor az enzim szerkezete szimmetrikus.



A direkt bizonyitékot a Baeillus etearothermophylue
tirozin aktivild enzim rintgen analizise szolgaltatta,
Irwin és munkétéraai kimutattak ugyanis, hogy az enzim
két teljesen szimnmetrikus £élbsGl &all /65/.

Bz a szerkezeti szimmetria azonban j6l1 Gsszhangba
hozhatd az enzim mukddésbeli aszimmetriijéval, Malygin és
munkatérsai [/66/ hé&rom kilénbdzl enzimmel, #, coli
egyetlen polipeptidbSl a4lld leucin, marha pancreas két al-
egységes triptofin és élesztd négy alegységes fenilala=-
nin aktivald enzimmel dolgoztak, Mivel kisérleteikben
mintegyik enzim azonosan viselkedett, ugy gondoljék,
hogy a megszerkesztett enzim modelljilk dltalinos &érvé-
nylt, Szerintik az enzimek két=két tRNE és aminosav—ade=
nilét kbtShellyel rendelkeznek, és az utdbbiak felvaltva
reagilhatnak a tRNS-sel, Modelljiliket affinitis jelOlési
kisérletekkel is aldtémasztottik [67/.

3, Célkitlizés

Mint az a bevezetlbOl kitlnik, az allati eredetill ami=
nosav aktivald enzimekrSl sokkal kevesebbet tudunk, mint
a baktériumok vagy az é€lesztl enzimjelrll, Ezért jelentss
egy eddig még nem vizsgalt emlfs eredetll enzim tisztitésa

és jellemzése, lar indokoltuk, hogy miért esett vilaszté~-



sunk a tirozin aktivald enzimres tObb baktérium és élesz-
t8 tOrzsbil, valamint sertés pancreasbdl izolaltdk eddig,
és ez lehetUséget nyujt az Usszehasonlitésra, A patkiny
majat azért valasztottuk forrisul, mert rendelkesztiink
specifikus koOrokozétdl mentes beltenyésztett patkiny
tirzsekkel és aktiv fehérjeszintézist végzd majukat el-
fogadhatd mennyiségben ki tudtuk nyerni,
Célunk volts
1/ az enzim tisztitésa Ri-&z mentes, stabil és
alegyséy szerkezet felderitésre is alkalmas alla=-
potig,
2/ molekulasuly és alegység szerkezet meghatirozésa
3/ létszdlagos Michaelis &llanddk meghatérozéasa

ATPsPP, kicserélidésben é&s tRNS tiltésben,

i
4/ a reakecid mechanizmusra vonatkozd kévetkeztetések

levonisa,
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IX. Anyagok €s médszerek

1. Felhagznélt anyagok &€s vegyszerek

Kromatografiés célokra Whatman DE 52 microgranular
DEAE=~celluldzt, Whatman P 11l fibrous foszfocelluldzt,
Pharmacia 40-120 pm szemcseméretll Sephadex G=200 dext=
rén gélt és a Chinoin &ltal gyértott Fixion 2x8 anion
cseréld vékonyréteget hasznaltunk,

Hordozémentes 2P H,PO,~t az Izotdp Intézettdl,
/Budapest/, I‘CIUI L=tirozint az UVVR=-t8l /Praga/ sze=-
reztink be,

1,5 ym pérusméretii synpor membrin filtert a Chema-
poltdl [Praga/, UM 10 diaflo membrént az Amicon cégtdl
kaptunk,

Tris, 2-merkaptoetanol, tirozin, triton X=1l00,
p=nitro-fenil~foszfit, coomassie brilliant blue, dextran
blue, wmarha szérum albumin és mahra méj katallz Sigma
gyartminy volt, Kélium-acetdtot és N,N’-metilén-biszak-
rilamidot a BDH~tél, natrium=dodecil-szulféatot, N,N,N'N'=-
~tetrametil~etilén-diamint &€s tyuk tojéis albumint a Ser-
va cégtll vaséroltunk, Az ATP Reanal, a tRNS preparéalis-

hoz hasznidlt szachardz Merck gydrtminy volt,
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A felhaszn&lt E, coli RWS-polimeriz Burgess és
Travers [73] médszerével tisztitott, homogén preparitum
volt, a nyul izom tejsav=dehidrogenizt Kornberg leirisa
alapjén‘l761 tisztitottuk 35,2 Efmg tisztaségig, az
alkalikus foszfatazt E, coli 3747 konstitutiv mutinsbél
Torriani médszexrét kivetve [77/ tisztitottuk 81 ¢ tisz-
tasagiyg,

Az Osszes tlbbi vegyszer analitikai tisztaségu

Mexrck vagy Reanal készitmény volt,

2, A patkény méd kinverése

Kisérleteinkben SPF kirilmények kizdtt nevelt bel-
tenyésztett patkany tOrzsek méjét hasznédltuk fel, Az
enzim tiszgtitésa PVG/c &allatok fagyasztott mdjibél tdr-
tént, a tRNS~t PVG/c és WA &4llatok friss m&jéboél izo0lél-
tuk,

100~300 napos him é&s nSstény &llatokat &teres narkod=-
zisban elvéreztettiink, Méjukat kivigtuk, 0% némérsékle=
ti, 0,9 %=os NaCl=ban mostuk, és ~60°C=on lefagyasztot=

tuk vagy frissen felhasznéltuk,

3, A tirozinstRNS ligfiz tisztitésa patkiny mijbol

Valamennyi milveletet 0-4%C koz8tt végeztiik,
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3.1, Homogenizalds, ultracentrifugélas, dializis

250 g mé&jat MSE Atomix késes homogenizitorral
10 g=os adagokban, 4 térfogat 0.25 M szachardéz, 3 mM
M.gCl2 hozz&adasa utan 1 percig homogenizdltunk. 10 per=
cig 1000 g=vel tOrténd centrifugdlassal eltavolitottuk a
sérlilt vagy nem homogenizélddott sejteket a sejtmagokkal
egylitt, Utdbbiakat mas enzim preparédlashoz hasznaltuk
fel., A csOvek tartalménak fels® 2/3 részét 6sszedntdttik
és 20 percig 14 000 g=-vel centrifugdltuk., A felililuszodt
4 réteg gézen atszlirtilk zsirmentesités céljabdél, majd
90 percen at 96 000 g=-vel centrifugdltuk [Beckman L3=50
ultracentrifuga, 42 rotor, 35 000 rpm/. A kapott éles
hatarfeliiletii liledékrdl a feliiluszdot ledntéttikk és
2 x 5 liter TMEM pufferral szemben dializdltuk 40 o6ran at.

/A TMEM puffer: 10 mM tris-HCl, 5 mM Mgclz, lmM EDTA,

1l mM 2-merkaptoetanol pH=7,2 25°%C-on, Az enzim preparéaléas

valamennyi tovabbi lépése ebben a pufferban tdrtént,/

3.2, DEAE=celluldz kromatografia

A dializalt feliiluszdéhoz 100 mg fehérjénként 4 ml
nedves, lUlepedett térfogatu DEAE-celluldézt adtunk, ame=-
lyet elGzGleg TMEM pufferban ekvilibraltunk, 30 perces
keverés utén a celluldzt Blicmer tdlcséren lesziirtilk és

a celluldz térfogatédval azonos mennyiségii TMEM pufferral
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mostuk négyszer egymis utdn, gyenge szivas mellett, A
mosds végén az &Atfolyt oldat csaknem szintelen volt,

E értéke 0,5 alatt, Ezutén a celluldzhoz azonos térioga=

280
tu puffert Ontdttink, felszuszpendiltuk, majd 3 cm atmé-
r6jl oszlopba t8ltittiik, 250 g maj feliluszd DEAE~cellu-
16z oszlopa 3 x 54 cm volt, Az enzimet 0,1 M KCl tartal=-
mu TMEM pufferral elualtuk az oszloprdl, 10 ml=es frak-
cidkat szedtiink, A fehérjetartalom és enzimaktivités
meghatiarozasa utén a legnagyobb specifikus aktivitésu

frakcidkat Hsszedbntdttik és tovabb tisztitottuk,

3.3, Foszfocelluldz kromatografia

A LEAE=-celluldz kromatogrifia Osszedntitt frakcid-
it négyszeresre higitottuk THMEM pufferral, majd 1,5x4,5
cm foszfocelluldz oszlopra vittlik fel, Az oszlopot addig

mostuk TMEM pufferral, amig az atfolyt oldat E o értéke

28
nullara csOkkent, BEzutén a mosast 0,1 M KCl tartalmu
pufferral folytattuk, azonos hatérig, Az enzimet 0,2 M
RKC1l tartalmu TMEM pufferral eluiltuk, 4 ml-es frakcidkat

szedtliink, Azokat a frakcidkat, amelyek E - értéke a

28
nullat meghaladta Gsszedntdttik, UM 10 diaflo membranon
ultrasziiréssel betiményitettilk, A igy nyert prepardtu-~

mot vagy azonnal tovéabb tisztitottuk vagy azonos térfo=-

gat glicerin hozzdaddsa utéan -20°%C-on taroltuk,
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3.4, Foszfocelluldz rekromatografia

A foszfocelluldéz oszloprdl 0,2 M KCl=dal eluilt,
betbményitett enzimet négyszeresre higitottuk TMEM puf-
ferban, majd 1 x 11 om, TMEM pufferban ekvilibréalt
foszfocelluldz oszlopra vikilkk fel, Mostuk az oszlopot
25 ml pufferral, majd eluidltuk a megkdtdtt fehérjéket
200 ml 0-0,3 M KCl tartalmu pufferral, A frakciék térfo-
gata 2,5 ml volt, Az enzimaktivitis és fehérjetartalom
meghatirozisa utan a legnagyobb specifikus aktivitésu
frakcidkat Usszedntdttik, UM10O diaflo membridnon ultraszi=-
réssel betbményitettilk és azonos térfogat glicerinnel

téroltuk -20°C-on.

4. Az enzimaktivitas meghatirozésa ATP:PPi
kicserélSdés alapijén

3

4.1. >%p jeldlt pirofoszfst készitése

A radiocaktiv pirofoszfitot Loftfield és Eigner [68/

2HP04 x 2 Hzo—t és

2 mCi hordozdmentes foszforsavat 6 6réin &t 240°C-on hevi=

médszerével készitettik, 0,178 g Na

tettink, A foszforsav 99%~ban atalakult pirofoszfatts,
de keriilni kell a magasabb hOmérsékletet, mert az poli=-
foszfatok képzbdéséhez vezet, A kiinduldsi és az at nem

alakult foszfét koncentréicidt radiocaktivitist nem tartal=



mazd parhuzamos mintékbdél hatéroztuk meg, Eibl és Lands
szerint /69/. 4,5 ml vizes foszfat oldathoz 50 ul 1 %=os
triton X=300 oldatot adtunk, majd jol Osszeraztuk, Ez=-
utén 0,5 ml 2,5 %-os amméniume-molibdenat 6 N kénsavas
oldatat adtuk a weghatérozisi elegybe, Usszekevertilk,

és a kialakuld zavarcossigot 20 perc utén 660 am-en lemér=
tiikk, Az extinkecid aranyos volt a foszfat koncentrécidval

a reakcidelegy 10.7

mol foszfit tartalméig, Az ismeret-—
len oldat foszfit koncentrécidjéat kalibrécids oldatsoro=
zat seglitségével hatiroztuk meg.

A 329 radioaktivitédst 10 ml desztilldlt vizben, Cse=
renkov sugirzds alapjén mértilk, Packard Tri-Carb folyadék

szeintillicidés spektrométerben,
4,2, Az enzimaktivitas mérése

Az enzim aktivitésit az enzim &ltal katalizélt és
tirozin £iggd ATP:PPi kicseréltdés sebessége alapjén
mértilk, Tirozint tartalmazdé és tirozint nem tartalmazd

reakcidelegyben méxrt ATPSsPP, kicserélidés sebességének

3
kiildnbsége adta az enzim aktivitéasat, Kisérleteinkben a
tirozin nélkill mért sebesség nem multa feliil a tirozin
jelenlétében mért sebesséyg 10 %$-it, Egy enzim egység

/1 E/] az a katalitikus aktivitds, amely egy perc alatt



37%w=on 1 nmol radioaktiv ATP keletkezéséhez vezet.

A reakcidelegy komponenseinek koncentrécidis
0,1 M tris=-HCl, pH=7,65 37°C-on, 0,12 M KCl, & i 2=mer=-
kaptoetanol, lOmM ATP, KOH-dal pii=7,4-re baallitott

32,

térzsoldatbél bemérve, 15 mM Mg/cnscoolz, 2,5 mM
Na4P207 /4=7 cpm pmol—ll, 1l mM tirozin és annyi enzim,
amennyi joél mérhetd sebességl reakcidt katalizalt. A
végtérfogat 0,5 ml volt, Az enzim oldatot TMEM pufferban
higitottuk, 50 ul=-t mértiink a reakcidelegybe, ezzel in-
ditva a reakcidt, 3 percenként 50 ul mintdt azonos tér-
fogat 0,1 M EDTA pH=7 oldatba pipettaztunk, ezzel allit-
va le a reakcidt.

A radicaktiv pirofoszfitot és ATP=-t Fixion 2x8 anion
cseréld vékonyrétegen valasztottuk el Dusha é&s Dénes sze=-
rint /70/. A vékonyréteg 1 x 20 cm—es csikjaira a esik
egyik végétdl 2,5 cm~re 1O ul rakcidelegyet vittink fel,
majd 0,1 M Na,P,0,, pH= 8,0 oldatban kétszer 30 percig
futtattuk, A radicaktiv pirofoszfat a futtatd oldat ion~
jaira cserélddik ki és eziltal a starthelyrOl kimosddik,
mig a lugos pH-n erds anion ATP a helyén marad, A start-
pont mindkét oldalon 1,5 cm=es kirnyezetét kivigtuk és
a radiocaktiv ATP-t az el8z8 pont szerint megmértiik,

A Fixion 2x8 vékonyrétegeket a felhasznilés elltt
acetét formiabdl pirofoszfat formaba vittik: 0,1 M

Na4P207, pli=8,0 oldatban futtattuk egy napon &t Tomasz
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/71] szerint, majd a pirofoszfat felesleget egy é&éjszaka
desztillélt vizzel mostuk ki,

5. Sb8=poliakrilamid gélelektroforézis

A Shpiro és munkatdrsal [/72/ szerinti SDS=-poliak=
rilamid gélelektroforézist fehérje tisztasig ellendrzé-
sére és alegység molekulasuly becslésre végeztik el.

Az elSbbl esetben hasznédlt 0,6 cm atmérdju és 8
cm hosszu gél henger é&s az utdbbi meghatirozéshoz al-
kalmazott 17 x 16 x 0,25 cm méreti lemezgél egyarant 5 &
akrilamid tartalmu volt [fakrilamid s N,N’-metilé&rbisz-
akrilamid ardny 40:1/, tartalmazott 0,1 M nétrium-fosz-
fat pufferban 0,1 % nétrium~dodecil=-szulfatot /sbDs/,

Ol & W,N,N'N’ tetrametil-etilén-diamint és 0,05 8
amménium~perszulféitot, A gélt 2 O6rds polimerizilds utan
30 percig elbfuttattuk,

A tirozinstRNS lig&z prepardtum fehérjéit és a
standard fehérjékets marha szérum albumint, tyuk tojias al-
bumint, 16 szivizom citokrdm c-t és E, coli RNS=polime=
razt 0,01 M nétrium~foszfit, pH=7,3, 0,1 & SDS, 1 %
2-merkaptoetanol, 10 % glicerin pufferban disszocidltattuk
alegységeikre, 30 percig, szobahlmérsékleten. Az enzim
mintak fele timénységll TMEM puffert is tartalmaztak.

Tisztasfg ellenlrzésre 1l00-200 ul=ben 10-30 ug

fehérjét vittink fel, molekulasuly meghatirozéskor maxi-
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mum 50 ul térfogatban 1-5 ug fehérjetartalmu mintidkat
futtattunk,

A futtatast 25°C-on, 0,1 M natrium-foszfat, pE=7,3,
0,1 % SDS pufferban végeztiik, tisztasig ellendrzéskor
40 V, molekulasuly meghatdrozaskor 25 V fesziiltségnél,
Shandon Southern aramforréassal,

A fehérjéket 2 Oréan at festettiik metanol : viz 3
: jégecet, 5 : 5 : 1 aradnyu friss elegyében oldott
0,2 % coomassie brilliant blue oldatban. A géleket ecet-
sav 7,5%=, metanol 5 %=0s vizes oldatéban differencial-

tuk.

6. Enzim molekulasuly meghatirozéas gélsziiréssel

A meghatédrozast Andrews [74/ szerint végeztiik,
1,5 x 90 cm méretii Sephadex G=200 oszlopra, amelyet fel=-
tdltés eldtt 10 mM tris=HCl pH=7,2, 5 mM Mgclz, 1 mM
EDTA, 0,1 M KCl pufferban duzzasztottunk t&bb napon &at,
majd feltdltés utan ugyanezzel a pufferral ekvilibral=-
tunk, 1 ml térfogatban vittlik fel a tisztitott tirozin:
$tRNS ligazt és a molekulasuly standardként szolgald
enzimeket, Az elucidt a fenti pufferral, 13 ml/h sebes=-
séggel végeztiikk, 2 ml=es frakcidkat szedtiink.

A tirozinstRNS ligaz aktivitasat ATP:PP, kicserélo=-

i
dés alapjan mértiik,



2 warha mad3j kataléz aktivitéds&t Chance &g Maehly /[/75/
gzerint mértilk, a hidrogénperoxid bomlés okozta 240 nm-en
mért extinkcidé csdkkenés alapjén, 0,8 % hidrogénperoxid,
0,02 M kiliun-foszfit pH=7,0 reakcidelegyben,

A nyul izom tejsav-dehidrogenaz aktivitéasit 0,33 mi
Na=piruvét, 0,066 my NADH+H', 33 mM kélium-foszfat ph=7,4
jelenlétében mértiik, 340 nmwen kivetve a NADH+H' oxids-
ciéjat [76/.

Az E, eoli alkalikus foszfatféz aktivitaséat Garen
é&s Levinthal [/78/ médszerével mértik, 0,16 M tris-HCl
pi=8,2 pufferban ocldott 0,66 m}M p=nitro~fenil-foszfat
hidrolizise alapjén, a keletkezl, sarga anitro-fanol
mennyiségét 410 nm-en végzett fotometralassal meghatiroz=
vae.

Mindhérom enzim reakcidja 6 percig linedris volt az
alkalmazott enzim koncentrécidk mellett,

LS szivizom citokrom ¢ elucids profiljat 2412 mée
réssel hatéroztuk meg.

& kizarasi térfogat meghatdrozdsidhoz haszndlt dextrén
blue elucidjat a frakcidk 625 nm=en mért extinkcidja alap=

jan kdvettik,



7. Patkény m&j tRNS izolilés

A keverék CtRNS-t PVG/c é&s WA allatok méjabdél nyer=
tik ki, Rogg és mtsai /79/ leirdsa alapjén, Az izopropa=
nolos frakcionaléast kivéve valamennyi miiveletet O =~ 4%¢

kbzbtt végeztik,
7.le Fenolos extrakcid

250~350 g méjhoz g-onként 1,5 ml 0,3 M szachardzt
és 0,1 % bentonitot tartalmazd 0,1 M tris-HCl, pH=7,0
puffert és 1,5 mli 0,1 § 8~hidroxi=kinolint tartalmazdé fe-
nols viz, 73:27 arinyu elegyét adtuk, Waring Blendorben
homogenizaltuk két percig, majd 1 6ran &t szobah®n réazat-
tuk, Lehlitdttik, 12 000 g=vel centrifugdltuk 60 percig,
A vizes fazishoz 0,1 térfogat 2 M kdlium~acetat pH=5,0
oldatot és 2 térfogat =20°C=0s vizmentes etanolt adtunk.
Az egy éjszakéan at ~20%C-on képz8ditt csapadékot lecent-
rifugédltuk /12 000 g, 30 min/ és mostuk hiromszor etanol=-
lal, majd haromszor éterrel, végll PZOS felett szaritot~
tuk,.

7.2, DEAE=celluldz kromatogrédfia

A kromatografia valamennyi lépését 0,1 M k&lium=

-acetat, pil=5,0 pufferban végeztiik,
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A széritott csapadékot méj g-onként 0,6 ml puffer-
ban cldottuk, é€s a nem olddédott glikogént centrifugilis—
sal eltévolitottuk /12 000 g, 30 min/., A feliiluszdét ml=-
enként 0,16 ¢ nedves sulyu,a fenti pufferral ekvilib-
rélt DEAE-cellulézzal kevertiikk 30 percig., Lesziirtik
Blichner tblcséren gyenge szivas mellett, A Blichner tl=-
csérben lévl DEAE~cellulézt mostuk a pufferral addig,
amig a szlirlet 260 nm-en mért extinkcidéja 2 ala csdkkent,
Ezutén azonos mddon mostuk 0,1 M, 0,2 M illetve 0,3 M
NaCl-ot tartalmazd pufferral, A tRNS elucidét 1,0 M NaCl
tartalmu acetét puffer kis adagjaival végeztik, a szlir-

let olyan részleteit, amelyek E 0 értéke 0,5=-né€l nagyobb

26
volt, Osszedntbttik és 2 térfogat etanollal =20%c-on
kicsaptuk, A csapadék centrifugilasit, mosisit és szari-
tésit a fenolos extrakcidndl leirt médon végeztiik,

Ez a tisztitési lépés glikogénen kivil DNS=-tOl és
a nagy molekulasulyu RNS egy részétll tisztitja meg a

tRNS~t, A kapott termék E értéke 2,0 felett van,

260/ %280

7.3, Frakciondlés izopwxopanollal

A szaritott csapadékot g-onként 50 ml 0,3 M Na-ace=
t&t pH=7,0 pufferban oldottuk 25°C-on, Allandé keverés
mellett 0,54 t8rfogat izopropanolt csepegtettiink hozza,
a keletkezett csapadékot szobahOmérsékleten lecentrifugil=-
tuk /2200 g, 20 min/. A fellluszbhoz 0,44 térfogat izo=-
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propanolt adtunk, majd 0%=ra hiutbttik, A keletkezett
csapadékot lecentrifugéltuk /[Janetzki K 23 centrifuga,
5200 rpm, 20 min/, mostuk és szaritottuk, mint a fenolo=-
zé&s utdan.

Az els® csapadék elsUsorban degradildodott riRNS=t
tartalmaz, a tRNS a mésodik csapadékban van, 300 g méj=
b6l 1600 E

egység tRNS=t nyertiink, 21 E [/mg éxrték=

260
tirozin akceptor aktivitassal,

260

kel, 8=12 pmol/EZGO

8., A tRNS aminoaciléléasa

A tRNS tOltés sebességét a TCA=-val kicsaphaté nuk-
leinsavhoz kotdtt radiocaktiv tirozin mérésével hatéroz-
tuk meg, ©,5 ml reakcidelegy komponenseis 0,1 M kalium=
~kakodilat, pH=6,6, 37°C-on, 15 mM Mg /CH4C00/,, 10 mM
ATP, KOH-dal semlegesitett tdrzsoldatbdl bemérve,

l‘C tirozin /10 Ci mol-ll,

1l mM 2-merkaptoetancol, 0,1 mM
annyil patké@ny m&j tRNS keverék, amennyi 0,8-1,5 uM ti-
rozin akceptor aktivitést képvisel és limit8ld mennyisé-
gl enzim,

A reakcidt ATP addssal inditottuk, a t8bbi kompo=-
nenst az enzimmel egyilitt elOmelegitettiik 37%c-on, 0,1
ml térfogatu mintdkat 1 ml 0°C homérsékleti 10 8-os TCA-
-ba pipettizva dllitottuk le a reakcidt, A képzldidtt csa=

padékot 1,5 um pdrusméretli synpor membran filteren le-
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szlirtik, 4 x 5 ml 0°C nomérsékleti 5 $=os TCA=val mos-
tuk, Szérités utadn a radiocaktivitést 10 ml szcintilléa-
tor folyadékban /42 ml Liguid Scintillator HE 592 1000
ml toluolban/ mértiik, Packard Tri-Carb folyadék szcin=-
tillécids spektrométerben,

A 14C mérés hatésfoka, amelyet ismert radioaktivi-
tésu oldat filterre pipettézasa utén a mintikkal azonos

kOrilmények kizbtt mértlink meg, 80 & volt,

9, Fehérje meghatirozis

Az enzim preparélias soran a fehérjét Lowry /80/
modszerével mértilk, marha szérum albumint hasznélva stan-

dardként,

III, Eredmények és hkivetkeztetések

l, Az enzim tisztitésa

A tisztitads lépé€sei ultracentrifugalést és dializist
kivetls DEAE~celluldz kromatografia és ismételt foszfocel=-
luldéz kromatografia voltak, Az eredményeket az I, téb-

lazat tiinteti fel, Lathatd, hogy a dializdlt felliluszdhoz



viszonyitva A.'I‘PaPP1

~gzorosra tisztitottuk az enzimet, és a kiindulasi ak-

kicserelddés alapjén mintegy 1600~

tivitas 6 %~a maradt meg. Az egyes tisztitiasi lépésekrli
a kOvetkezOket mondhatjuk el,

Az alkalmazott késes'homogenizélés 0,25 4 szachardz,
3 ki MgClz-ban intakt sejtmagvak preparélisit tette le-
hetdvé, igy a patkany méj sejtmagok magas ribonukledz
tartalma nem szennyezte a feliluszdét, Tovabbé, mivel ilyen
kOrilmények kbzdtt valészinilileg a mitokondrium membran
sem sériilt meg, a tisztitott tirozin:tRNS ligéaz csaknem
kizarblagosan a‘citoplasmébél szarmazik,

Az alkalmazott ultracentrifugalédsi lépés szlikséges=—
ségét indokolja, hogy 120 perces 36 000 g=-vel végzett
lepités utén a riboszdmiék a felliluszdban maradtak és a
riboszéma fehérjék foszfocelluldzrbl egylitt eludlédtak
az enzimmel, 90 percnél hosszabb idejl centrifugalés,
vagy 100 000 g=nél nagyobb llepitd erd hataséra viszont
a sejtekben 1lév0 aminosav aktivéld és fehérjeszintetizild
komplex kililepedhet, az ebbll eredd veszteség elérheti
az enzimaktivitéas 1/3 részét is /8l/.

Az itt nem kizblt kisérleteink eredményei arra mu-
tattak, hogy EDTA inaktividlja az enzimet, tehéit az vala=-
milyen kétértéki kationt igényel., A homogenizilds sorén
3 mm; a dializistll kezdve 5 mM koncentricidju MgCl2 elég

volt az enzim aktivitasinak megbrzéséhez,



I, téblazat

TirozinstRNS ligiz tisztitis Usszefoglalisa

Usszes Usszes Specifikus Tisz=-
Frakell TOrfogat fenérje aktivitds aktivitis 1053 ¢iess
ng E E/mg mértéke
Dializéalt
96 000 g 680 6400 73 000 11,4 100 1
felliluszo6
DEAE=- |
~woolliulés 40 428 30 650 71,3 42 6,3
Foszfo=-
celluldz I, 4,0 1,3 11 360 8 740 15,5 767
Fossfo~ 2,0 0,25 4 550 18 350 6,23 1610

celluldz II,

Egy étlagos enzimtisztités adatai, 250 g majbdl

kiindulva, Egységnyi /1 E/ enzim 1 nmol ATP3PP

i ki=

cseréldést katalizal percenként, az Anyagok és mdd-
szerek c, fejezetben ismertetett kérilmények kizdtt,

Intenziv dializis szliks@ges az ultracentrifugilt fe-

liluszd pontos aktivitisméréséhez, TirozinstRNS ligéz akti-

vitésnak a tirozin jelenlétében és tirozin hozziadids nél=-

kiil mért ATP:PPi kicserélddés sebességeinek kiildnbségét

tekintettilk, Nem kielégitl dializis esetén elfordulhat,

hogy az utdbbi értékben a felliluszdéban 1lévE tirozintdl flig-

gl® kicserélUdés sebessége is benne van, Ebben az esetben

tirozinstRNE ligdz aktivitésra a valddinél kisebb értéket
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kapunk, Altaldban elfogadtuk, ha a nyers kivonat ATP3PP,
kicserélOdést katalizéld aktivitésa tirozin nélkil nem
haladta meg a tirozinnal mért reakcidsebesség 10 %=at,
A DEAE-celluléz kromatogriafiit kdvetlen a frakcidk tiro=-

zin nélkil nem katalizdltak ATPsPP, kicserélBdést, ami

i
arra utal, hogy mem tartalmaztak szabad aminosavat,

A DEAE=cellulbz kromatogréafia szerepe az enzinm el=-
vélasztésa nukleinsavaktdl, £0ként tRNS-tTl, Emellett a
0,1 M KC1l eluwald sdkoncentricid megvilasztasaval néhany=-
szoros tisztitis is elérhetl a lépéssel, Az enzimaktivi-
tés az eludlt fehérje csucs elsd felében talélhatd,

A foszfocelluldz kromatogréafia a legnagyobb tiszti-
tast erednényez® lépés, Az elvilasztias alapja, hogy a
nukleinsavnentes aminosav aktivald enzimek a tObbi fehée=-
jénél ersebben k&tGdnek a foszfocelluldzhoz, A kitidésben
a sok negativ t8ltésl foszfat csoportnak van szerepe, ami
nukleinsavhoz hasonldva teszl a celluldzt, A lépés tehat
affinitéas-szeril kromatografianak tekinthets,

A foszfocelluldz oszlopon atfolyik csaknem az Osszes,
henoglobin=szdrmazéktdl szines anyage 0,1 M KC1l tartalmu
puffer halvany rézsaszin fehérje oldatot eludl, enzimak=-
tivitas nélkiil, A szintelen enzim oldat 0,2 M KCl TMEM
pufferral elualhatdé, 25-30 térfogatszdazalék glicerin gyen=
giti a fehérjék oszlophoz kitldését, az enzimaktivités z0=-

me mar 0,1 M KC1l haté@sara elualddik, Ezzel a lépéssel
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Foszfocelluldz rekromatogréafia

5120 E enzimet /0,8 mg fehérje/ vittiink fel

1x1ll cm foszfocelluldéz oszlopra, mostuk 3 osz=-
loptérfogat THMEM pufferral, eludltuk 200 ml
0-0,3 M RClL tartalmu TMEM pufferral, Frakcidtér=-
fogat 2,5 mli volt, 0,45 ul frakcidban lévd enzim
altal 6 perc alatt képzett 32p ATP mennyisége ad-
ja a frakecidbk aktivitéasat, az Eyge ©rték a frak-
ciék fehérje-tartalmival arényos, A Cl- koncent-
récidt AgNO4 cldattal végzett titrdlissal hatéa-
roztuk mey lohxr szerint, A viszintes nyillal je~
1&lt, Gsszintdétt 8 frakcidban 2020 E enzim , és
0,11 mg fehérje van, a kitermelés 40 %-~02, a
tisztitas 2,8~-szeres,



80-100-szoros tisztitést értink el, 40 % kOrili kiterme=
léssel,

A foszfocellul@® rekromatografia az jonerlsség li-
nefiris emelésével elért nagyobb felbontés miatt az enzim
tovibbi tisztulésahoz vezet, Az 1, abra mutatja, hogy
a nem enzim fehérjék elucidja mar 0,1 M CL- koncentricid=
ndl megkezdtdik, Az oszlophoz kitdddtt fehérjék nagy ré-
sze lejbn az oszloprél, egy kis enzimaktivitéis kiséreté-
ben, Az enzimaktivitis z0me éles csucsban elualhatd az
oszloprdl, egy kevés fehérjével, Egyszer peaktivalt -
hasznidlat utdn 1 M KC1l tartalmu TMEM pufferral moéott,
majd ekvilibrélt - foszfocelluldéz hasznélata elinyds,
mexrt a teljtesen friss cellulbz-foszfat az enzim egy
részét nagyon ersen kdti, &s bar az enzimaktvitis csu-
csénak helye ekkor is 0,16=0,21 M Cl~ koncentrécié kdzé

egsik, a kitermelés igen alacsony,

2, Az enzim preparitum tisztasiga &s
gtabilitéasa

Az enzim preparétum tisztasigat a fehérjeszerkeze-
tet felbontd és a fehérjéket denaturild kidrlilmények kd-
zitt végzett elektroforézissel vizsgiltuk, A foszfocellu-

16z rekromatografia utén nyert preparétum Osszes fehérjé-
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2, éabras Az enzim preparatumok SbS—poliakrilamid gél—

inek

a 2.

hogy

elektroforézise

Az elektroforézis kdrilményeit az Anyagok és
nédszerek ¢, fejezet 5, pontjéban irtuk le,
A3 foszfocelluldz I, minta, 16 ug protein,
Bs foszfocelluldéz II, minta, 10 ug protein,
C: E, ecli RNS=polimeréz, 5 wg protein

tébb, mint 50 %~a egyetlen csikban taldlhatdé, Mivel
dbra A és B géljeinek Usszehasonlitésadbdél lathatjuk,

az utolsd tisztitési lépésben ez a fehérje dusul fel,



ezt gondoljuk az enzimnek, A szennyezd fehérjék néhany
halvany csikot adnak,

Elmondhatjuk tehdt, hogy a tirozinstRNS ligdzt tdbb,
mint 50 $~0s tisztasdgban sikeriilt kinyerni, Ez, figye=

lembe véve az ATPsPP, kicserélddés alapjin mért 1600~

i
~320r08 tisztulast, azt jelenti, hogy patkiny majbol
csak a fenilalanin aktivald enzimet tudtik eddig meg-
kézelitlleg ilyen tisztasigban elillitani, Tscherne és
munkatirsai szamoltak be a fenilalaninstikNS ligdaz 1500-
-520r0s8 tisztit&sardl &s arrdl, hogy szerintilk az enzim
50 $=osnal tisztdbb /55/.

A leucinitRNS ligazt 350=-szeresre tisztitottik,
mas aminosav aktivald enzimet nem tudtak kimutatni a
prepardtunbdl, de fehérjeszintézis elongicibs faktorokat
talaltak nagy mennyiségben /[/83/.

A treonin aktividldé enzimet 400-szoxosra [29/, a
szerinstRiis ligazt 600=-szorosra [84/ tisztitottak, de
szézalékos tisztasagot még nem tudtak wmegadni,

Deutscher, aki glutaminsav aktivilé enzimet tiszti-
totta 150-szeresre, maga is elismerce, hogy preparatuma
a glutaminsavval azonos mértékben aktivdlija a lizint is
és mas szennyezd fehérjéket is tartalmaz /82/.

A tisztitéas nehézségeire magyarazatul szolgélhatnak

Bandyopadhyay és Deutscher eredményei [61/. Uk vizsgél=
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tik a legrészletesebben azt, hogy patkiny mijban - de va=-
lészinllleg mis enlOsPk mis szerveiben is - az aminosav
aktivald enzimek &s a fehérjeszintézis faktorai egyet-
len, izoldlhatd, O6ridsi komplexet alkotnak, Ennek a koup=
lesnek lipid komponense is van, ami az egyes enzimek tisz-
titdsat még nehezebbé teszi /85/.

Szlikséges volt , hogy megnézzik, vajon a szennyszd
komponensek zavarjdk-e az enzim dltal katalizdlt reakcid=
kat, A II, tdblazat adatalbdl kitilinik, hogy olyan mértéki
RN-az szennyezés, amely a tRNS tOltés mérését zavarné,
mar az elsd foszfocelluldéz kromatogrifiat kdvetlen

sincs a prepardtumban. lagas specifikus aktivitdsu ra=-
dicaktiv RS-t a tRNS tdltésben haszné&lt enzim 15=30-szo=-
ros mennyiségével 60 percig inkubilva nem csBkkent a ki=-
csaphatdé radioaktivitias mennyisége,

Elképzelhetd, hogy a tirozin tRNS ligdzon kivil még
més aminosav aktivald enzim is eludlddott a foszfocellu=-
16z oszloproél, Az els? foszfocelluldz kromatografia uta-
ni prepardtum tirozin kivételével az Usszes aminosavat
2 mM koncentracidban tartalmazd reakcidelegyben a csak
tirozin jelenlétében mérthez képest 12 $-0s sebességgel

katalizdlta az ATPsPP, kicserélldést, A foszfocelluldsz

i
rekronatografia utéan ez az érték még mindig 10 § £3816tt

volt, dMivel azonban a mérés a tirozinttRNS ligéz katali-
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IX, tabléazat

Az enzim hatidsa a TCA=-val kicsaphatd RNS mennyiségére

. Enzim
Frakcid mennyiség RNS csapadék
ug

ug
(4] 0,96

Foszfo -

celluléz I, 0,625 1,0
1,25 0,96
0 0,96

Foszfo -

celluléz II. 0,5 1,11
1,0 0,96

32P-jelzett rRNS~t /54 00O cpm ug.ll és valtozd

mennyiségi enzimet inkubdltunk 0,15 ml 0,13 M k&lium=
~kakodilat pH=7,2 pufferban 60 percig 37°C-on, Hozzé=-
adtunk 0,5 mg BSA-t 0,05 ml vizben, és 1 ml 10 %~os
TCA oldattal kicsaptuk az RNS-~t, A csapadék radiocakti-
vitaséat sziirés és TCA-s mosids utan hatéroztuk meg, a
tRNS tOltésnél ledrtak szerint,

zélta reakcid optimélis kérilményei kdzdtt tirtént, a
szennyez¥ enzimaktivitis a mértnél valdsziniileg magasabb,
Az enzimet 50 § glicerinben =20°%=~on té&rolva 45

nap utén még 0,05 mg/ml fehérjekoncentrécid esetén sem

volt aktivitds vesztés,



3. Az enzim molekulasulya &s alegység szerkezete
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3. &bra: Alegység wolekulasuly meghatirozém SDS=poli -
! akrilamid gélelektroforézissel

Az elektroforézis kirllményeit az Anyagok és
mbdszerek ¢, fejezet 5, pontja tartalmazza, A
2,5 mm vastay gélre, 3 mm széles mintahelyre a
standard fehérjékbll csikonként 1 ug-ot, a foszfo-
celluldz rekromatografdlt tirozinstRNS ligazbbl
2 yg=ot vittiink fel, A fehérijék 14 Orén at 25 V.
feasziiltség hatésira vandoroltak,

Standardoks citokrom ¢ [f1/, tyuk tojas al=-
bumin /3/, marha szérum albumin /4/, B, ecoli
RiNS=polimeréaz a /2/, 8 /6/, 8%]7] alegyséy é&s
2 faktor [5/. Es tirozin aktividlé enzim,
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Az SDS=poliakrilamid gélelektroforézist felhasz-
néltuk arra is, hogy megmondjuk az enzim preparatum
£6 komponensének molekulasulyit, Az SDS ugyanis megsziin-
teti a fehérjék kozdtti tiltés kildnbségeket és SDS=-
poliakrilamid gélben az elektromos tér &altal kivaltott
vandorléas sebessége egyenesen arényos a molekulasullyal,

Ismert molekulasulyu fehérjéket futtattunk egylitt
az enzime preparétumokkal, lemezgélben, Az eredményt a
3, dbra mutatja. Azt kaptuk, hogy az enzim prepardtum
£6 komponense alig nagyobb, mint a marha szérum albumins
Molekulasulya 68 0O0O-nak adédott,

Meg kellett vizsgalni, hogy vajon az enzim aktiv
formaja milyen molekulasulyu. Ez Sephadex G-~200 oszlo=-
pon végrehajtott gélsziiréssel tirtént, A gélsziirésben,
nem denaturdld kbrllmények kézbtt az enzim megbrzi ak-
tivitésat, A meghatérozas alapja, hogy bizonyos hatarok
kéz6tt linedris az Osszefliggés a molekulasuly és az elu-
cidés térfogat kizdtt,

3=-5°C k&zott 3 alkalommal elvégzett gélszilrésben
az enzim nagyobbnak adddott, mint a nyul izom tejsav-de-
hidrogendz, A harmadik &bra alapjén becsiilt molekula~-
suly 150 = 160 000,

Természetesen enem zéarhatjuk ki a standard fehér-

jék aggregdlddisat egyméssal és az enzimmel, de az ion-



- 37 o

100 1

—— - —

50 T T LI B B B B I | T T T U |
4 5 6
10 10 10
molekula suly

4, abras Molekulasuly meghat&rozés Sephadex G=200
gélszﬂréssel

1,5 x 92 com oszlopra 900 E tirozinstRNS ligéazt
/800 E/mg/, 15 000 E marha maj katalazt, 20 E
nyul izom tejsav-dehidrogenazt, 68 wg £, eolt
alkalikus foszfatlzt és 1 mg 16 szivizom cito=-
krom c=t vittlink £81 1 ml-ben, Ekvilibraléas és
elucid 0,1 K KCl tartalmu THEM pufferral tdrtént,
2 ml=es frakcidkat szedtiink,

ls citokodm ¢, 23 alkalikus foszfatdz, 3: tejsav=
~dehidrogendz, 4: kataléz, E: tirozin aktivild
enzim, |
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erfsséget ugy vélasztottuk meg, hogy ezt elkeriiljik.
Elképzelhett az is, hogy az elektroforézisban mutatott
kis mennyiséglli szennyezések valémolyik kétGdik az en=-
zimhez,

Az emiitett megszoritisok mellett is jogosnak lat=-
szik azt feltételezni, hogy az elektroforézisben kapott
68 000 molekulasulyu polipeptidekbdl kett® alkotja az
aktiv enzimet, Valdszinii tehit, hogy az enzim két azo-
nos alegységb®l &ll, Ugyanilyen szerkezetdl az B, col?,
a Bacillus atcarotkcrmophyiua és a sertés pancreas

tirozin aktivild enzim is,

4, Az ATP3PP,  kicserélddési xeakcid

i

Az enziw prepardtum tRNS nélkiil is j61 mérhetd
sebességgel kataliz&lja a tirozin £iggd ATP:PP1 kicseré~
18dést, A kicseréltdési reakcid feltétele, hogy enzim=
=tirozil=adenilat komplex j8jijtn létre, amely dinamikus
egyensulyban &llandéan kicseréli az AvP komponenst ugy,
hogy az a reakcidkizeg PP1 molekuldival ATP~t képez,
mikbzben masik molekula ATP hidrolizél AMP-re és piro-
foszfatra, A kicserél@dési reakcld sebessége az enzim=

=tirozil=adenilét komplex koncentricidjatdl filigg, szubsz-



[(¥%P] ATP (nmol)

6 7 8 pH

5, ébra: Az ATP:PPi kicserééﬁdés pi=fuggése

A reakcidelegy Osszetétele a puffereket ki-
véve azonos az Anyagok és médszerek c, feje-
zetben leirttal, A K@ koncentricid mindegyik
elegyben 120 mM, Az ordin&tén 0,792 E enzim

2 perces aktivitis értékei 15thatdk,

O=0=0=0= tyris=ilCl, =0=g=u=- kaliumkakodilit
puffer,

trat telitésnél valamennyi enzim molekula komplexet ké-
pez, 'a mért sebesség az enzim mennyis@gével aranyos,

Valamennyi kisérletet foszfocelluldz oszlopon kro=-

matografialt enzimmel végeztiik,



Az 5, dbra mutatja a kicseré&lddési reakcid pH flg=-
gését, Bar Eakodilét pufferban egy kicsit magasabb a
reakciosebesség, kis€rleteinkban pH=7,65 értékil tris-HCl
puffert hasznéltunk, mert annak nagyobb a pufferkapaci-
tasa az optimélis pH kirnyezetében,

Mint az a 6, &brébdl léatszik, az enzimaktivitds

A
2540-
£
© 301
£
2
a 20
Z
'a' 1 T
s L 100 (mM7) 200
02 (mM)

[} P |
tirozin koncentracio

6., &bra: A tirozin koncentricid hatisa az ATP:PPi

kicsexéloddsre

A kezdeti sebességeket az Anyagok &s mbdszerek
c., fejezetben leirt reakcilelegyben mértik meg,
2,2 nii pirofoszfit koncentrécidnédl, a tirozin
mennyiségét nbvelve, Az ordin&tén 0,05 E enzim
aktivitis értékei léathatdk,



méréskor‘alkalmazott 1 mM tirozin koncentrécid az enzi~
net €e11t6 koncentricid tébbszdrdse, A tirozin fliggés
mérését frissen kromatografilt enzimmel végeztilk, amely
nem tartalmazott proteolizisb®l szirmazbé endogén tiro=
zint, A latszdlagos Michaelis dllanddé 00,0125 mi=-nak a=
dédott, v

£
£
~ 400+
° L
: e
<300 =81
a £
< o
'EL-' 200+ g 4y
™ 2
~ 100 = : :
0 1 2(mM™)
2 4 6 8 (mM)

ATP konccntrdcié

7. &bras Az ATP koncentricid hatisa az A‘_I'P;PPi kicseré-
186désre
o

A kezdetl sebességeket az Anyagok é&s mbdszerek c.
fejezetben leirt reakcidelegyben mértik meg, ki-
véve, hogy 5 mi PP, és 5,5 mM Mg++ koncentrécidk
mellett valtoztattuk a hozzéadott lsl ardnyu ATPs
Mg oldat mennyiségét, Az ordinitan 0,5 E enzim

aktivitas értékei lathatdk. P
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A 7, &bra alapjan az enzimaktivitis méréskor alkal=
mazott 1O mM ATP teliti az enzimet az ATP:PP1 kicseré-
lodésben, A léatszdlagos Michaelis &llandd 1,7 mi,

A Mg++ koncentricidt ugy vadlasztottuk meg, hogy
mindenkor egy kissé /0,5 - 2,5 mii~lal/ felilmulja az
ATP és PP, egylittes koncentracidjét, Eppen ezért asz
ATP-filiggés vizsgalaténal a Mg++ koncentracidt egylitt
néveltik az ATP koncentréacidval, Tul magas Mg++ kon=
centricid esetén ugyanis a reakcidelegy pH értékéam a
2 wg++ komplex formajdban kicsapdédik, és ez csikken=
ti a mérhetl sebességet,

A reakcibelegy t8bbi komponensét vizsgilva a re-
akeid 30-200 mM KT koncentricidk kdzdtti széles opti=-
mumot mutat, A merkaptoetanol nem ndveli a reakcid=
sebességet, de jelenlétében kisebb a mért értékek szd=-
résa, kilindsen a tisztitis elsd két lépése utéan,

Az alkalmazott 1 mM tirozin, 10 mM ATP, 2,5-=4,5 mM
PPy és 15 mM Mg++ koncentrécidkndl a reakcié legalabb
12 percig linedris /8, &bra/. Az enzim tehét ennyi
id0 alatt a reakcidelegyben nem inaktivalédott, Hivel
kicserélddési reakcidban szubsztrét fogyés nincs, a
linearitas fenndllt 12 percen beliil magas enzim koncent=

réacid esetén is addig, amig a bevitt PP, 10 %=-a ki nem

i
cserélddik, Ekkor ugyanis a keletkezett radicaktiv ATP

visszaalakulisa is szflnottevd lesz [/16/. A 8, abran lat-
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8., &bras Az‘AmPtPPi kicseréltdés idOfiliggése
A reakcidelegy azonos volt az Anyagok és mbd=
sicrek ¢, fejezetben leirttal, Az &brén 00,0055 ug
foszfocelluldz I, enzim aktivitas értékei léat-
hatdk, tirozin jelenlétében Jo=o=o=/ és tiro=
zin nélkill /=0 «ne-n/

hatd az is, hogy tirozin nélkill nincs kimutathatd

ATPsPP, kicserélddés,

i
Ha a legjobban tisztitott enzim specifikus aktivi-
tésa 18 000 nmol/min/mg, az enzim molekulasulya 150 000
és a preparatumot 100 % tisztasdgunak tekintjiik, akkor
egy molekula enzim egy perc alatt 2700 kicserélidést

katalizal, Mivel az enzim nem 100 % tisztasigu, a tény-
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leges érték enndl magasabb és mindenképpen felillmul=-
ja a sertés pancreas tirozin enzim 1500 értékét /1l1/,
alatta marad viszont a marha pancreas triptofén enzim

10 000 értékének /4/.

5 A tirozil=-tRNS szintézise

Miutan az enzimet tisztitottuk az egyszeriien ki-
vitelezhetd ATPsPP, kicserélddési reakcidt hasznélva
a tisztités kbvetésére, és igazoltuk, hogy zavard meny=-
nyiségli RN=az szennyezés nincs a prepardtumba, megmér-
tilk a tRNS t8ltés optimilis kdrllményeit, A 9, &bra a
tRNS toltés pH-filiggését mutatja. Tris=-HCl pufferban,
valdésziniileg a tris' észterkdtés hidrolizist katalizéa-
16 hatasa miatt az értékek sokkal alacsonyahbak, mint
kakodilat pufferban, A pH optimum értéke 6,6, szemben
az A.TP:PPi kicserélddés pH=7,4 optimum értékével, To-
vabbi kisérleteinket pH=6,6 kakodilat pufferban végez=
tiik.

A kovetkezl kisérletekben foszfocelluldz oszlo-
pon frissen kromatografialt enzimet hasznaltunk, A ti=-
rozin koncentraeid befolyasat a tRNS t8ltésre a 10,
dbra mutatja. A latszdlagos Michaelis konstans 0,0132

mM, csaknem azonos a kicserélGdési reakcidban mért=-

tel. Jelentdsen killdnbdznek viszont az ATP=-re mért
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tyr-tRNS (pmol)
il

9. abras A tirozil-tRNS szintézis pi-ifuggése

A reakciodelegy Osszetétele a pufferok ki=-
vételével azonos az Anyagok és mddszerek c.
fejezetben leirttal, Az ordindtin 0,14 E
enzim 4 perces aktivités értékei lathatdk
tris=HCl pufferban [~o=o=0o=/ és kalium=ka=-
kodilat pufferban [=U=D=t- [,

Michaelis konstansok, A 1ll, @bra adataibdl tRNS tOl-
tésre 0,208 mi adddik, szemben a kicseréltdési reakcid=
ban mért 1,7 md értékkel,
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10, é@bras A tirozin koncentricid hatdsa a tRNS t&ltésre

A kezdeti sebességeket az Anyagok és mbédsze=-
rek c., fejezetben leirt reakcidelegyben mér-
tik megs A PVG/c patkény maj keverék tRNS=-sel
bevitt tRNSYYY koncentricidja 1,4 uM volt, a
14¢c tirozin specifikus aktivitdsa 100 Ci/meol,
Az ordin&tén 0,3 E enzim aktivitéds értékei
lathatodk,

A tRNS befolyéséat a tirozil=-tRNS szintézis sebes-
ségére a 12, abra mutatja. A latszdlagos Michaelis &llan=-
ddé 1,36 x lo"7 M, Ez az érték jol egyezik més enzimek

keverék tRNS-sel kapott Michaelis &dllandbéival, Tiszti=



- 47 -

QT
£
£
°
£
=
n
Z
@
T
>

4 8

(mM™)
2 4 6 8 (mM)

ATP koncentracio

11, ébras Az ATP koncentricid hat@sa a tRNS tdltésre

A kezdeti sebességeket az Anyagok &s mbdsze=-
rek c, fejezetben leirt reakcidelegyben mér-
tiik meg., A reakecibelegy 0,1 mM 50 Ci/mol
specifikus aktivitésu 14¢ ¢irozint és 0,9 uM
tirozin akceptor aktivitisu WA patkidny mij
kewerék tRNS-t tartalmazott, Az ordindtin
0,22 E enzinm aktivités értékei vannak feltlin=-
tetve,

tott tRiS-sel végzett kisérletekbll adddik ennél ala-

8

csonyabb, 10 M nagysagrendi érték /55/.

Az enzim altal katalizdlt tRNS tdltés sebességét
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12, dbras A tRNS koncentricid hatisa a tRNS tiltésre

A kezdetl sebességet az Anyagok és mddszerek
ce fejezetben leirt médon mértilkk meg, 50 Ci/mol
specifikus aktivitasu 14C tirozin koncentri=
cidja 0,1 mi volt, A reakcidelegy PVG/c pat=
kény maj keverék tRNS koncentricidjat ndvel=
tik, 1 Eog0 tRHS tirozin akceptor aktivitéasa
8,45 pmol volt, Az ordindta 0,38 E enzim ak=

tivitas értékeit tinteti fel,

10 mM ATP, 0,2 mM tirozin &s 0,83 pM tRNSY* koncentré-
cidknil mértik, A reakeid 5 percig linedris volt /13,
&bra/. Mivel ez alatt az 140 alatt az enzim a tRNS 40 %~
=it észteresitette, arra kell gondolnunk, hogy a linea=-

tyr

ritasnak elsUsorban a tRNS alacsony koncentrécidja

szab hatéart,
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13, &4bras A tirozil-tRNS szintézis idofiiggése

A reakcidelegyben 0,2 mM tirozin /10 ©i mol™}/,
10 mii ATP &s 830 nM tirozin akceptor aktivie
tésu WA patkdny mij keverék tRNS volt jelen,

A t8bbi komponens koncentriacidéi megegyveztek

az Anyagok és mddszerek ¢, fejezetben leirt-
takkal, Az &brén 0,35 E enzim aktivitésa léat-
hatd,

0,35 E enzim altal katalizélt tRNS tdltés sebessé=-
ge 7,6 pmol/min, E2 a kicserélddési reakcid sebességé=
nek 2,17 %$-a, Altaléban tObb enzimpreparatum &tlagosan
2 gs=os sebességgel katalizdlja a tRNS tbltést az ATP:PPi
kicserélUdéshez képest, Ez enzim molekulanként percen=-

ként 54 molekula tRNS észteresitésének felel mag,



6. A reakcid mechanizmusra vonatkozd kévetkeztetések

Bar mas szerzdk az ATP$PP, kicseréltdés és a tRNS
tbltés optiméalis koriilményeinek Osszehasonlitdsébdol
gyakran kdvetkeztetnek a reakcid mechanizmuséra /36,
37/, szerintiink a kdvetkeztetés nem indokolt., Ilyen ti=-
pusu kisérletek eredményei ugyanis rendszerint Sssz-
hangba hozhatdk a bevezet@ben ismertetett két lehetsé-
ges reakcidut barmelyikével, A mi kisérleteinket tekint-
ve az, hogy a kicseré&ltdési reakcid &s a tRNS toltés
pH optimumai kiildnbdznek egymastdl, és a kicserélddési
reakcid 50~szer gyorsabb, 8sszhangban lehet azzal, hogy
a tirozil-adeniléat-enzim komplex intermedierje a tRNS
tdltésnek, de azzal is, hogy tRNS jelénlétében a tRNS
kotGdik elsCként az enzimhez és az aminosav aktivalas-
nak nem intermedierje a tirozil-adenilat-enzim komplex,

Nem lényegtelen, hogy mig a tirozinra mért latszo-
lagos Michaelis &allanddk megegyeznek az ATPsPP, kicseré-
ltdésben és a tRNS tdltésben, az ATP Ky értékek kiilon=-
bdznek, Véleménylink sgerint az 1,7 mM és 0,21 mM kozdt-
ti kiilénbség nem magyarazhatd csupan a két reakcidelegy
pH értékének eltérésével, Elképzelhetd, hogy a tdltétt
vagy tdltetlen tRNS kotbBdése az enzimhez megvaltoztat—

ja annak katalitikus tulajdonségait,



A tRNS hatésa az ATPsPP, kicserélOdés sebességére

i
viszont t8bbet eldrul, Ha a tirozil-adenilat-enzim
komplex egy részét a tRNS t8ltés elvonija, az ATPIPP,
kicseréltdés sebessége cslkken, de a csbkkenés nem
lehet nagyobb, mint a tRNS t8ltés maximélis sebessége,
azaz esetlinkben 2 &, Mig ha a tRNS az elsd sgubaztrét
és az ATPSPP, kicserélidést az enzim=-tirozil-adenilét-
~tRNS komplex végzi, valamint a szubsztritok kétSdése

a sebességlimitdld, akkor az ATP:PP, kicseréltdés

 §
nem lehet lényegesen gyorsabb a tRNS t8ltésnél,
A IIXI, téblazat adataibdl léathatd, hogy az enzi-

met telitd, 1 x 10.6 M koncentricibju t'.RNStyr

a kicse~-
rélodési reakcid sebességének néhény %-os csbkkenését
okozta, az 5 % és 2 % kézdtti kildnbség a mbédszer hi=-
bajéanak tudhatd be, Ez az eredmény a misodik lehetl-
ség ellen s2z6l1, és az els® reakcidutat valdszinilisiti,
Indirekt bizonyiték tehat arra, hogy a tRNS tdltésnek

intermedierje a tirozilwadenilét-enzim komplex,
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III, tabléazat

A tRNS koncentriacid hatésa az ATPsPP, kicserélldés

i
sebességére
: ATP:PP1 kicseré&lidés sebessige

tRNS kon;gntracié pmol /min %
0 42 100
1x 1079 42 100
1 x 10”7 42 100

1x 10°° 40 95

‘A kezdeti sebességeket az Anyagok és moéd=-
szerek ¢, fejezetbenleirt médon mértik meg,
A tébléazat WA patkény mij frakciondlatlan
tRNS tirozin akceptor aktivitasat és 0,042
E enzim aktivitas értékeit adja meqg.



IV, Usszefoglalés

Patkény méj citoplazmatikus tirozinstRNS ligézt
tisztitottunk ultracentrifugélést és dializist kdvetd
DEAE=celluldz kromatogréafidval és ismételt foszfocel~
luléz kromatogriafidval, Bér az enzim nem howmogén, az

ATPsPP, kicserélidés alapjan mért tébb, mint 1l000=szeres

i
tisztulas, RN-4z mentesség és a tirolds kdriilményei ko=
zbtti stabilité@s lehetdvé tették az enzim néhé&ny kine=
tikai jellemzjének meghatirozasat,

Az ATP:PP, kicserélddés pH optimuma 7,4, a tRNS t8l=-

i
tésé 6,6, A litszdlagos Michaelis dllandék a tbbbi szubsz-
trat telitési koncentrécidinal tirozinra 00,0125 mM és

ATP=re 1,7 mi az ATPsPP, kicserélbGdésben, mig tRNS tdl-

i
tésben tirozinra 00,0132 mM, ATP=re 0,208 mii és CRNS

tyr_
-re 1,36 x 10-7'M.

Sephadex G=200 gélsziirésbldl az enzim molekulasulya
150-160 000=-nek adddott, SDS-poliakrilamid gélelektroforé=
zis alapjén az enzim két 68 000 molekulasulyu alegység=
b8l &l11,

Egyetlen enzim molekula becslés szerint 54 molekula

tRNS=-t t8lt 1 perc alatt, az ATP:PP, kicserélidés 50=szer

i
gyorsabb, A hozzdadott tRNS az ATP:PPi kicserélldést
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nem lassitja lényegesen, ami ®sszhangban van azzal,
hogy a tirozil-adenilét~enzim komplex a tRNS tdltés
intermedierje és a £tRNS t8ltés sebesség=limitald 1lépé-
se a komplex kialakulésit kOvetd lépések valamelyike,
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