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Аминоацил-тРНК-спнтетазы (АРСазы), как известно, катализируют об­
разование аминоацил-тРНК на первых этапах белкового синтеза. Эти фер­
менты устанавливают соответствие между аминокислотой и тРНК, опре­
деляя таким образом точность трансляции. Реакция аминоацилирования 
состоит из двух этапов — активации аминокислоты с образованием амино- 
ациладенилата (а) и переноса амцноацильного остатка из аминоациладе- 
нилата на соответствующую тРНК (б):

аминокислота 4- АТФ + АРСаза аминоациладенилат-АРСаза + пирофосфат (а) 
аминоапиладенилат-АРСаза + тРНК аминоацил-тРНК + АМФ 4- АРСаза (б) 

аминокислота + АТФ —- тРНК аминоацил-тРНК + АМФ + пирофосфат
(суммарная реакция)

Очевидно, что раздельное изучение активирующей и аминоацилирую­
щей функций АРСаз является удобным подходом для исследования меха­
низма катализа, изучения структуры субстратсвязывающих участков 
АРСаз, решения проблемы «узнавания» в системе тРНК — АРСаза и т. д. 
В связи с этим предпринимались попытки получения монофункциональ­
ной АРСазы, активной лишь в одной реакции. Для этого использовали 
обработку нативного фермента химическими агентами, избирательно 
ингибирующими аминоацилирующую функцию АРСаз: ц-хлормеркурий- 
бензоатом (*), 2-меркаптоэтанолом (2). Недостатком такого подхода явля­
ется то, что модифицирующие агенты могут изменять пространственную 
структуру фермента, влиять па связывание низкомолекулярных субстра­
тов (АТФ и аминокислоты) и т. п.

В настоящей работе показана возможность разделения активирующей 
и аминоацилирующей функции АРСазы с помощью иного подхода. Уста­
новлено, что функцию связывания пизкомолекулярных субстратов (АТФ 
и аминокислоты) и активацию аминокислоты выполняют малые субъеди­
ницы глицил-тРНК-синтетазы.

Ранее (3) нами было показано, что глицил-тРНК-синтетаза (ГРСаза) 
из Bacillus brevis представляет собой тетрамер, состоящий из двух боль­
ших и двух малых субъединиц, аналогично ранее изученному ферменту 
из Escherichia coli той же специфичности (4). Молекулярный вес фермен­
та равен 226 000. Эта форма ГРСазы, соответствующая структуре а2^2, 
обозначенная нами как Ei, активна в реакции аминоацилирования тРНК 
глицином, по не катализирует образования глицилгидроксаматов (5) 
(фракция 8, рис. 1), подобно глицил-тРНК-синтетазе из печени крысы (е). 
В то же время, активность в реакции образования глицилгидроксаматов 
обнаруживается в более «легкой» области сахарозного градиента (фрак­
ция 16, рис. 1). Фермент, катализирующий эту реакцию, обозначен нами 
как Е2; молекулярный вес его найден равным 66 000 (7). Как Е1; так и Е2 
обнаруживаются в неочищенных экстрактах Вас. brevis методами ультра­
центрифугирования в сахарозном градиенте (рис. 1) и другими методами 
(8). Е] и Е2 были очищены нами до гомогенного состояния (7). Для очи­
щенных ферментов Ej и Е2 характерны принципиально те же каталитиче-
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ские свойства, что и для неочищенных препаратов: Ei катализирует реак­
цию аминоацилирования и неактивен в реакции образования глицплгнд- 
роксаматов; Е2 стимулирует образование глицилгпдроксамовых кислот и 
не обладает активностью в реакции образования глицил-тРНК. Возможные 
причины иеактивности Et в реакции образования глицнлгидроксаматов, 
а также влияние тРНК на активность Et в этой реакции рассмотрены 
нами ранее (’) с учетом работы (9).

Рис. 1. Ультрацентрцфугттрование в градиенте концентра­
ции сахарозы (5-20%) неочищенного экстракта Вас. brevis. 
7 — активность ГРСазы Вас. brevis в реакции амтшоацилпро- 
вания; 2 — ферментативная активность в реакции образова­
ния глицилгидроксаматов; 3 — бычий сывороточный альбумин 

(использован в качестве маркера)

Рис. 2. Сканирование полиакриламидного геля. На 7% гель на­
носили 10 мкг очищенного препарата Ец электрофорез прово­
дили, как описано в работе (7). а — нативная форма Ei ГРСазы, 

б — диссоциация Ei при храпении препарата Ei (4°, 10 дней)

Структурные исследования Et и Е2 показали (7), что Ei является тетра­
мером со структурной формулой а2р2, а Е2 — его компонентом, соответст­
вующим формуле а2. Таким образом, из приведенных данных по каталити­
ческим и структурным свойствам ГРСазы очевидно, что функцию связы­
вания низкомолекулярных субстратов (АТФ и глицина) и активации 
аминокислоты способен выполнять относительно небольшой компонент 
ГРСазы, состоящий из двух малых субъединиц (Е2). Для отделения ком­
понента ГРСазы, активирующего глицин (Е2), от молекулы тетрамера 
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(Ei) достаточно одной стадии гель-фильтрации пли ультрацсптрпфугпро- 
вания в сахарозном градиенте.

Ранее (7) нами было показано, что помимо Ei и Е2 в экстрактах Вас. 
brevis обнаруживается ферментативно неактивный компонент ГРСазы 
с молекулярным весом около 160 000, состоящий из двух, очевидно иден­
тичных, субъединиц. При хранении разбавленного раствора очищенного 
препарата Ei происходит диссоциация молекулы Ei (a2J32) на Е2 и Ецаак 
(рис. 2); подкисление исходного раствора сдвигает равновесие в сторону 
диссоциации. Исходя из структурных и каталитических данных ГРСазы 
Вас. brevis и ее компонентов (Е, и Епса1;), можно предположить, что ката­
литическому акту, в результате которого образуется глицпл-тРНК, пред­
шествует связывание молекулой Е2 низкомолекулярных субстратов — гли­
цина и АТФ, независимое связывание молекулой Е„е!и; тРНКглп, после 
чего- следует ассоциация Е2 и Е„еак с образованием ферментативно актив­
ного тетрамера Еь После завершения каталитического акта п освобожде­
ния продуктов реакции происходит диссоциация тетрамера Ef на Е2 и 
Енеак, после чего цикл может возобновиться. Следует подчеркнуть, что 
предложенный механизм функционирования ГРСазы является гипотети­
ческим и основан на допущении, что in vivo присутствуют не только Е1? 
но и оба обнаруженных нами in vitro компонента ГРСазы.

В заключение следует отметить, что в настоящей работе впервые уста­
новлена локализация участков, связывающих низкомолекулярные суб­
страты, на субъединицах определенного типа. Это расширяет наши пред­
ставления о связи между структурой и функцией АРСаз, а также создает 
предпосылку для более детального изучения оубстратсвязывающпх участ­
ков фермента и механизма каталитического акта.
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