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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-


































































































































































