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ПОЛЯРИЗАЦИЯ ФЛЮОРЕСЦЕНЦИИ 
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ЭУКАРИОТИЧЕСКОЙ ТИРОЗИЛ-тРНК СИНТЕТАЗЫ 
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Намерены спектры поляризации собственной флюоресценции тирозил-тРНК синтета-
Ш из печени быка. Показано, что уменьшение 'величины поляризации от 0,37 до 
0,05 вдоль спектра флюоресценции в длинноволновой области обусловлено измене-
нием эффективности переноса энергий между триптофановыми остатками, обладающи-
ми различными спектрами \ флюоресценции, а также релаксационными процессами, 
•возникающими в микроокружении остатков триптофана после фотовозбуждения. 
Определены времена жизни флюоресценции синтетазы при комнатных температурах 
(i~2,6—0,5 не, Хеш=337 ни) в зависимости от длины волны излучения. Исполь-
зуя уравнение Левшина—Перрена, рассчитана вязкость микроокружения остатков 
триптофана по спектру излучения, которая уменьшается от 1,3 до 0,05 Па-с в длинно-
волновой области. Оценена вращательная подвижность остатков триптофана в молекуле 
синтетазы при разных температура1 

\ ' -
Введение. Тирозил-тРНК синтетаза (КФ 6.1.1.1) представляет со-

бой структурный и функциональный, димер аг-типа [1J, Кроме основ-
ной формы фермента (Мг 2X59 ООО),4выделена также функционально 

.активная протеолитичёскиу^одифтшро&знная форма (Мг 2 x 39 000), 
полностью сохраняющая каталитшгеские свойства в реакции аминоаци-
лирования тРНКТуг [1, 2J. Изв естно, что высвкоспедифическое узна-
вание тРНК синтетазой сопровождается взаимными конформационны-
ми изменениями синтетазы и тРНК Для изучения^ природы изменений 
«онформации аминоацил-тРНК синтета^ 41ерспектн®ньш .подходом яв-
ляется флюоресцентная спектроскопия. ^ N 

Ранее нами показано наличие наносекундной конфдрм.ационной по-
движности тирозил-тРНК синтетазы из печени быка в ргЬетворе [3J. 
Свойства собственной трнптофановой флюоресценции двух форм тиро-
зил-тРНК синтетазы из печени быка изучены в работе [4J. , • . 

В данном сообщении представлены результаты анализа поляриза-
ции и времен затухания собственной трнптофановой флюоресценции ти-
розил-тРНК синтетазы из печени быка. v 

Материалы и методы. Для исследования использовали препараты^ 
бычьей тирозил-тРНК синтетазы (форма с Мг 2X39 000), полученной' 
согласно [2]. Препараты белка были гомогенными (не менее 93 %) цо \ 
данным гель-электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) в при-
сутствии 0,1 %-го DS-Na по методу Леммли [5] . 

Флюоресценцию измеряли на серийном фазово-модуляционном 
спектрофлюориметре SLM-4800 (США) в термостатируемой кварцевой 
прямоугольной кювете сечением 0,5X0,5 см2. 

Поляризацию флюоресценции (Р) определяли согласно отношению 

Р = Hvv~Hvh[HhvlHhh] 
Hw + Hvh [Hhv/Hhh] ' 
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где Я — интенсивность испускания; v, h — индексы, указывающие на 
положение'поляризаторов возбуждения и испускай»». Поляризаторы 
в вертикальном (v) или горизонтальном (h) поло^ийи. 

Времена жизни флюоресценции получены фаэово-модуляционным 
методом как т-фазовые. Частота модуляции 30 МГц, глубина модуля-
ции 0,33. Точность определения величины времени жизни ±0 ,5 не. 

Результаты и обсуждение. На рис. 1 представлен ход зависимости 
степени поляризации Р по спектру собственное флюоресценции эука-
риотической тирозил-тРНК синтетазы. В коротковолновой области 

'спектра испускания степень поля-
ризации ма|&В|к1льна и составляет 
0,240 (Л*х=Ф2бв им) и 0,375 
= 3 0 0 нм) та ^лине волны 315 нм. 
С увеличеиием длины волны испус-
кания набЯ1&£||йся монотонное сни-
жение стейедщ поляризации по 

„ спектру флюоресценции и на длине 

380 

Рис. 1. Завнсиирсть степени поляризации 
флюоресценции тйрозил-тРНК синтетазы 
из печени быкщ от длины волны излучения 
(<=21 «С; 3u,x.f»aB6 ( / ) и 300 нм (2f 

волны 380 нм она имеет значения 0,20 и 0,15 пЬи Кех—286 и 300 нм со-
ответственно. Одновременно с измерением степени поляризации Р из-
меряли время жизни возбужденного состояния (рис. 2). Из данных 
рис. 2 видно, что при увеличении длины волны флюоресценции проис-
ходит монотонное возрастание времени жизни. Так, при длине волны 

— J JL± 1_ L. 
350 j70 Лт.Ш 386 Я^мг 

Рис. 2. Зависимость вр^/еяи жизни возбужденного состояния тирозил-тРНК синтета-
зы из печени $ыка от Длины волны излучения (tax=286 нм, <=21 °С) 
Рис. 3, Зависимость величины кажущейся вязкости микроокружения остатков трипто-
фана тирозил-тРНК синтетазы от длины волны излучения (<=21 °С) 

315 нМ Тзж=2,16±0,5 не, а при длине волны 380 нм т = 2 , 8 5 ± 0 , 5 не. 
Подобная закономерность поведения т и Р по спектру флюоресценции 
хйфлктерна для одно- и мультитриптофансодержащих белков, а также 

Для|-глицеринового раствора DL-триптофана [6, 7]. Главными факто-
' рами, приводящими к деполяризации флюоресценции тирозил-тРНК 
синтетазы в длинноволновой области спектра испускания, являются 
вращательная подвижность самих остатков триптофана, отдельных 
сегментов фермента с триптофановыми остатками, а также подвиж-
ность фермента как целого при его вращательной диффузии. В течение 
времени жизни возбужденного состояния фермента (порядка не) депо-
ляризацию флюоресценции, по-видимому, в основном будет вызывать 
вращательная подвижность триптофановых остатков, которую в моле-
куле тирозил-тРНК. синтетазы оценивали по формуле, связывающей 
степень поляризации Р с углом поворота в [8]: 

2 1 / Р - 1 / 3 = [ 1 / Р 0 - 1 / 3 1 з ^ 
\ 1 (1) 

Используя значение Р== 0,29 при А,е*=300 нм и Г = 1 8 ° С в максимуме 
спектра флюоресценции (337 нм), получаем величину 0 = 37,57°. Этот 
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результат свидетельствует о довольно высокой вращательной подвиж-
ности триптофаиовых остатков в условиях значительной внутрибелко-
вой микровязкости тирозил-тРНК синтетазы в наносекундном диапазо-
не, которая составляет около 0,5 Па-с. На рис. 3 показано изменение 
значения кажущейся микровязкости околотриптофанового ^окружения 
по спектру флюоресценции .фермента, рассчитанной по формуле Лев-
шина— Перрена: 

MP—1/3 — ll/Zo-rp 1/3] [1 —1/|]; (2) 
I = Vi)/RT, 

где Pq — предельная степень поляризации; g— время вращатеЛШа& 
корреляции флюорофора; Т—абсолютная температура; ц — вязкость; 
Я — универсальная постоянная; У*=объем частицы. При увеличении 
температуры .до 37 °С вращательная подвижность остатков триптофана 
увеличивается (6 =39,43°), а микровязкость Ьколотриптофанового окру-
жения уменьшается до 0,36 Па-с. Эти данные свидетельствуют о темпе-
ратурно-йндуцированной подвижности отдельных ^астей белковой моле-
кулы, окружающих триптофадовьРе остатки,, и о числе их степеней Сво* 
|боды. Наблюдаемая спектральная неоднородность, в частности, зависи-
мость времени жйзни возбужденного состояния от длины волны испусг 
кания в тирозил-тРНК синтетазе может быть связана с изменением эф-
фективности, переноса энергии между триптофановыми остатками', об-
ладающими различными спектрами флюоресценции. Ранее нами пока-
зано, что в спектре тирозил-тРНК синтетазы присутствуют компоненты 
трех базисных классов, рассматриваемых в модели дискретных состоя-
ний триптофанилов в белках [4]. Незначительный вклад в спектраль-
ную неоднородность флюоресценции,фермента, по-видимому, будет да-
вать вынужденная орйентационная и колебательная релаксация мик-
роокружения триптофановых остатков, обусловленная фотовозбуждени-
ем. Времена этого процесса будут меньшими или, в крайнем случае, 
сравнимыми с времейём -жизни возбужденного состояния тирозил-тРНК 
синтетазы. # ' 

Автор выражает искреннюю признательность Н. Л. Векшину за 
помощь, оказанную в проведении экспериментов, а также за обсуж-
дение результатов исследований. 

S u m m a r y Polarized spectra of intrinsic fluorescence of tyrosyl-tRNA synthetase 
from bovine liver have been studifed. It is shown decreasing o{ polarization value from 
0.37.to 0.05 along fluorescence spectrum in long wavelength field was caused both the 
change of energy transfer efficiency between tryptophanyl resudies, having different 
spectra of fluorescence, and relaxation process which apperirig in microenvironment of 
tryptophanyl resudiesin enzyme atter the photoexitation. The life time fluorescence of syn-
thetase at-room temperature has been determined in depending of emission wavelength 

nS, Aem = 3 3 7 nm). The viscosity of microenvironment of tryptophanyl resu-
dies along the emission spectrum, that decreasing from 1.3 to 0.05 Pa-s in long wave-
length field has been calculated by Levshin-Perren equation. The torsional mobility of 
tryptophan resudies in enzyme molecule has been estimated at different temperatures. 
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ВЛИЯНИЕ РИБОСОМ НА ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТЬ 
АМИНОАЦИЛ-тРНК СИНТЕТАЗ ПЕЧЕНИ КРОЛИКОВ 

Проведено сравнительное изучение степени термостабильности свободных и ассоцииро-
ванных с полирибосомами аминоацил-тРНК синтетаз печени кроликов. Показано, что 
ферменты, выделенные в ассоциированном с полирибосомами состоянии, более устой-
чивы к тепловой инактивации, чем в свободном. Установлено, что добавление как SOS 
рибосом, так и 40S и 60S субчастиц рибосом повышает термостабильность лейцил-тРНК. 
синтетазы в составе высокомолекулярного комплекса печени кролика. 

Введение. Отличительные особенности эукариотических аминоацил-
тРНК синтетаз заключаются в их способности образовывать высокомо-
лекулярные комплексы [1], связываться с высокомолекулярной РНК 
[2] и ассоциировать с рибосомами [3]. Предполагается [3, 4], что эти 

эволюционно приобретенные свойства необходимы аминоацил-тРНК. 
синтетазам для их компартментализации в клетке в местах функциони-
рования. Кроме того, показано, что в комплексе с рибосомами они ха-
рактеризуются повышенной ферментативной активностью [5—7] и тер-
моустойчивостью [8, 9]. Тем не менее вопрос о непосредственном меха-
низме синтетазно-рибосомного взаимодействия остается открытым. 

В данной работе проведено сравнительное изучение степени тер-
мостабильности четырех свободных и ассоциированных с полирибосо-
мами аминоацил-тРНК синтетаз печени кроликов. Вместе с тем, изуче-
но влияние 80S рибосом и 40S и 60S субчастиц рибосом на термоста-
бильность лейцил-тРНК синтетазы в составе высокомолекулярного 
комплекса аминоацил-тРНК синтетаз, который, по данным Данга [1], 
в клетках млекопитающих связан с полирибосомами. 

Материалы и 'методы. П о л у ч е н и е п о л и р и б о с о м . Печень 
кроликов гомогенизировали в двух объемах 0,02 М трис-HCl буфера 
(рН 7,5), содержащего 0,03 М КСГ, 0,002 М MgCl2, 0,25 М сахарозу, 
0,1 мМ дитиотреитол, 0,1 мМ фенилметилсульфонилфторид. Гомогенат 
центрифугировали щри 12 000 об/мин в течение 15 мин в роторе 6Х 
Х25 мл на центрифуге К-25 (Германия) для удаления обрывков кле-
ток, ядер и митохондрий. Надосадочную жидкость фильтровали через 
четыре слоя стерильной марли, в течение 20 мин обрабатывали рас-
твором, содержащим тритон Х-100 (конечная концентрация 2 % ) и 
дезоксихолат натрия (1,3%), наслаивали на 1 М сахарозу и центри-
фугировали при 47 000 об/мин в течение 2 ч в роторе Т-50 на центри-
фуге УЦП-65. Полученные осадки лолирибосом суспендировали в бу-
фере для гомогенизации, осветляли центрифугированием при 10 000 g 
в течение 15 мин. Аминоацил-тРНК синтетазы отделяли от рибосом 
промыванием 0,05 М трис-HCl буфером (рН 7,5), содержащим 0,5 М 
КС1, 0,01 М MgCb, 0,25 М сахарозу, в течение 20 мин при 4°С 'с по-
следующим центрифугированием при 105 000 g в течение 90 мин. 

© САНА САРА, Л. л. ИВАНОВ, Г. В. ТУРКОВСКАЯ, 3. П. МАРТИНКУС, М. И. КОВАЛЕНКО, 
А. В. ЕЛЬСКАЯ. 1992 

' JSSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1992. Т. 8. № 3 II 


