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Maria SZWAJ

Charakterystyka radioaktywnych produktow czeSciowej hydrolizy
bialek rybosomalnych

XapaKkTepucTHKa PAaAUOAKTMBHBIX NPOAYKTOB HACTHUHOrO rMAPONM3a
pubocomansHbix Genkos

The Characteristic of Radioactive Products of Partial Hydrolysis of Ribosomic
Proteins

Fosforylacje bialek rybosomalnych z udzialem fosfotransferazy biatkowej
wykazano w do$wiadczeniach prowadzonych in vitro i in vivo (3, 4, 8, 9, 12,
17, 21, 22, 24). Intensywno$¢ tego procesu jest rozna w zaleznosci od badanych
organizméw i tkanek. Duze podobienstwo w dynamice fosforylacji biatek ry-
bosomalnych obserwuje sie w komorkach szybko rosnagcych i retikulocytach
krolika (2, 11). W rybosomach retikulocytéw okolo 3% fosfobialek ulega wy-
mianie w ciggu 1 minuty (10). W komoérkach raka wysiekowego Ehrlicha ma-
ksimum inkorporacji 2P do rybosomalnych bialek zasadowych (20) zaobser-
wowano juz w 20 minucie inkubacji. Fosfoproteidy rybosomalne wykazuja
rozny stopien wigzania ze strukturg rybosomu. Przemywanie rybosomow wy-
sokimi stezeniami soli (1) powoduje usuwanie z nich okoto 50% ufosforylowa-
nych biatek.

Celem obecnej pracy bylo przebadanie produktéw czesSciowej kwasnej hy-
drolizy rybosomalnych bialek otrzymanych z komoérek raka wysiekowego
Ehrlicha.

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono na 9—10-dniowych komoérkach raka wysiekowego
Ehrlicha, uzyskiwanych z przeszczepu dokonywanego na myszach biatych
szczepu A-Strong. Sposéb przygotowywania plynéw wysiekowych do inku-
bacji podano we wcze$niejszych publikacjach (6, 18, 19). Inkubacje plynu wy-
sigkowego z radioaktywnym ortofosforanem (NaH,PO,, 1500 uC na 100 ml
plynu wysiekowego) prowadzono w ciggu 2 godzin w obecnosci 0,2% glukozy.
Doktadny opis warunkéw inkubacji oraz preparatyke rybosoméw opisano
wczesniej (19, 20).

Biatko rybosomalne preparowano przez ekstrakcje rybosoméw 66% kwa-
sem octowym zgodnie z metodg Wallera i wsp. (23). Po odwirowaniu
nierozpuszczalnego w tych warunkach RNA supernatant dializowano trzy-
krotnie wobec wody destylowanej. Biatko stracano kwasem tréjchlorooctowym
doprowadzajac do 20% koncowego stezenia. Celem usuniecia kwasu trdjchlo-
roctowego osad bialek odmywano mieszaning eter-etanol (2 :1) zgodnie z me-
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toda opisang weczeé$niej (19). Nastepnie biatko rozpuszczano w 1,5—2,0 ml wo-
dy destylowanej. W materiale tym oznaczano biatko calkowite metodg L o-
wry (13) oraz radioaktywnos¢ w liczniku Geigera-Millera (typ BOH 45, o
grubosci okienka 2,8 mg/cm?), ktéra wyrazano w imp/min/mg bialka (20).
Do hydrolizy stosowano okolo 30 mg bialka rybosomalnego o aktywnosci
$rednio 3000 imp/min/mg biatka. Hydrolize biatka prowadzono w 2N kwasie
solnym, opierajac sie na badaniach opublikowanych wczesniej (20) z ta réz-
nica, ze zastosowano krotszy, 10-godzinny czas hydrolizy. Dalsza cze$é poste-
powania, zwigzana z oczyszczaniem hydrolizatu na kolumnie Dowex-50 (HT)
oraz rozdzialem elektroforetycznym i oznaczeniem radioaktywno$ci na elek-
troforogramach, byla powtdrzeniem wczeéniejszych badan (20).

WYNIKI BADAN

10-godzinna hydroliza bialek rybosomalnych w kwasie solnym dawala mie-
szanine produktéw ich degradacji, w sklad ktérych wchodzily fosfopeptydy,
P-seryna, P-treonina, peptydy, aminokwasy i fosforan mineralny. Material ten
bez wstepnego frakcjonowania nie nadawal sie do badan elektroforetycznych.
W celu oczyszczenia hydrolizatu gléwnie z fosforanu mineralnego material
frakcjonowano na kolumnie Dowex-50 (H*). Wyniki rozdzialu przedstawia
ryc. 1. W poszczegélnych frakcjach zebranych z kolumny oznaczono radioak-
)
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tywnosé. Zgodnie z wezesniejszymi badaniami (20) frakeji szezytowej I (1—38),
zawierajgcej gléwnie fosforan mineralny, nie brano pod uwage. Pozostaly ma-
terial zebrany we frakcjach od 8 do 25 lgczono i uzyto do badan elektrofore-
tycznych. Detekcje zwiazkéw przeprowadzano przy pomocy reakcji ninhydry-
nowej lub testem molibdenowym (16). Wyniki rozdzialu eletroforetycznego
przedstawia ryc. 2. Jak wynika ze schematu, na elekroforogramie wyste-
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Ryc. 2. Elektroforogram hydrolizatu bialka rybosomalnego, P-seryny i P-treoniny po rozfrak-
cjonowaniu na kolumnie Dowex-50 (H+)
The Electropherogram of the hydrolisate of rybosomic protein, P-serine and P-threonine
after separation on a Dowex-30 (H+) column
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Ryc. 3. Elektroforogram hydrolizatu biatka rybosomalnego po rozfrakcjonowaniu na kolumnie
Dowex-50 (H+)

The electropherogram of the hydrolicate of rybosomic protein after separation on a Dowex-50
(H+) column
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powalo 9 pasm ninhydrynopozytywnych (1—9 i dwa pasma (9, 10) molibde-
nopozytywne. Pasmo 9, o duzej radioaktywnosci, polozeniem odpowiadato
wzorcowej P-serynie. Pasmo 8, tylko ninhydrynopozytywne, aktywnoscig nie-
wiele réznigcg sie od préby kontrolnej lokalizacja wskazywalo na P-treonine.
Natomiast pasmo 10, rowniez radioaktywne, polozeniem odpowiadalo wzorco-
wemu fosforanowi minerzlnemu. Dokladny obraz rozmieszezenia radioaktyw-
no$ci na elektroforogramie przedstawia ryc. 3, z ktorej wynika, ze najwieksza
radioaktywnos$é wystepuje w wolnej P-serynie. Niewielkie dwa szczyty ra-
dioaktywnosci zlokalizowane na elektroforogramie przed P-seryna moga po-
chodzi¢ od fosfopeptydéw, ktore wykazuja dodatkowsg reakcje z ninhydryna.
Niewielka radioaktywno$¢ przypadajaca na P-treonine zlokalizowana jest w
szczycie radioaktywnym najblizszym P-seryny. Poniewaz, jak stwierdzono,
najwieksze pietno w badanym hydrolizacie przypada na wolng 32P-geryne,
w dalszych do$wiadczeniach przeprowadzono oddzielny rozdziat elektrofore-
tyczny frakeji II i III. Wyniki badan przedstawiono w tab. 1. Jak wynika
z tabeli, 83% radioaktywnosci zlokalizowanej we frakcji II wymywajacej sie
z kolumny po fosforanie mineralnym przypada na wolng P-seryne. Frakcja III
skupia glownie fosfopeptydy, chociaz okolo 50% radioaktywnosci przypada
rowniez na wolna P-seryne. W analizie elektroforetycznej frakeji II i III
oddzielnie nie udalo sie wykazaé¢ ilosciowo wolnej P-treoniny. Najprawdopo-
dobniej skupia sie ona we frakcji fosfopeptydowej.

Tab. 1. Rozklad aktywno$ci we frakcjach z kolumny Dowex-50 (H*) po rozdziale
elektroforetycznym
Distribution of the radioactivity in the fractions from the Dowex-50 (H*) column
after separation by electrophoresis

aktywno$§é %

Frakcje z kolumn —mine-
Y P-peptydy P-seryna Prgi;n;

Frakecja II 9,82 82,8 7,22

Frakcja III 47,00 53,00 —_

OMOWIENIE WYNIKOW

Do ekstrakeji catkowitych biatek rybosomalnych stosuje sie najczesciej
metode degradacji termicznej RNA kwasem tr6jchlorooctowym (1, 5, 10) oraz
metode ekstrakcji na zimno kwasem octowym (14, 15, 23). W naszych doswiad-
czeniach sprawdzono obie metody ekstrakcji catkowitych biatek rybosomal-
nych. Okazalo sie, ze po ekstrakcji 66% kwasem octowym otrzymany materiatl
biatkowy lepiej rozpuszczalny jest w wodzie i rozcienczonym kwasie solnym.
Ponadto hydrolizaty uzyskanych obiema metodami preparatéw biatkowych
po rozfrakcjonowaniu na kolumnie Dowex-50 dawaly podobne profile radio-
aktywnosci. Dlatego przyjeto do dalszych badah technike ekstrakeji calkowi-
tych bialek rybosomalnych kwasem octowym.

W biatku rybosomalnym obok radioaktywnej P-seryny stwierdzono nie-
wielky ilosé radioaktywnej P-treoniny. Opréez tego wykryto inne radioaktyw-
ne produkty degradacji biatka rybosomalnego. Ich mniejsza ruchliwo$é elek-
troforetyczna wskazuje, ze sg to potgczenia radioaktywne o masie czgsteczko-
wej wiekszej od P-seryny. Moga to byé fosfopeptydy posiadajace w lancuchu
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jedng reszte P-seryny, gdyz jak wykazal Heald w swoich doswiadczeniach
stosujgc elektroforeze wysokonapieciowsa do rozdzialtu badanych hydrolizatow
fosfobialek z dodatkiem wzorcowej fosfityny (7), fosfopeptydy posiadajace
jedna reszte P-seryny migruja wolniej od P-seryny.

Hydroliza biatka rybosomalnego w kwasie solnym, prowadzona w temp.
100°, jest procesem do$é drastycznym. Juz po 10 godzinach hydrolizy obok
znacznych ilo$ci wolnej 32P-seryny powstaje jeszcze wiecej 32P-fosforanu mi-
neralnego. W naszych badaniach wczesniejszych (20) po 13 godzinach hydro-
lizy okolo 30 mg zasadowego biatka rybosomalnego uzyskano tylko wolng
P-seryne i duze ilosci radioaktywnego fosforanu mineralnego wymywajacego
sig, jak, wiadomo, z kolumny Dowex-50 w I szczycie radioaktywnym. W bada-
niach tych mie wykryto P-treoniny, ktéra by¢é moze w przedluzonym czasie
hydrolizy ulegla rozkiadowi. Zastosowany w obecnej pracy 10-godzinny czas
hydrolizy byl wystarczajacy dla wykazania dominujacej zawartosci P-seryny
w catkowitym biatku rybosomalnym.
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PE3IOME

Mpeactasnedbl pe3ynsTaTel 3NEeKTPOPOPETUUECKOrO pPasAeNa KUCAOro FUAPONM3aTa
pubocomansHoro 32-P-Benka KNeToK acUMTHOM ONyxonu Jpnuxa.

B 3tom rugponusate npu WCNoNL30BaHuM 3nekTpodopesa obBHAPYMMAM NpuCYTCTBUE
paamoakTusHoro ococeprHa U manoe KonuvecTso ochoTpeoHmHa.

Kpome 3Tux adupor o6HapyXunu ppyrue paaMoOaKTUBHbIE COEAMHEHWS YaCTMHHOrO
rupponusa pubocomarnbHoro 6enka obnajarowme MeHbleHd 3NeKTPOGMOPETHUYECKOW MOoA-
BMXKHOCTbIO. JTO BepoaTHO ¢ochocepmH B CBOEM coCTaee.



142 Maria Szwaj

C npoBefeHHLIX UCCnenoBaHui cnepyer, uto B8 pubocomansHom Genke KNETOK acUUT-
HOW onyxonu Jpnuxa CTpyKTypanskble (ochonpoTenabl nmeloT docdar CBf3aHHbI 0CO-

6EHHO C CEePHHOM,

’ SUMMARY

The results of the electrophoretic separation of 32 P-ribosomic protein acidic
hydrolisate from Ehrlich’s Ascites tumor cells were presented. In this material by
means of radioactive electrophoresis P-serine and minute amounts P-threonine were
found. Simultaneously other radioactive products of partial hydrolysis of rybosomic
protein were detected. The electrophoretic mobily of this product was less than
that of the above mentioned esters. These are most probably phosphopeptides con-
taining one radical of the P-serine. The above investigations show, that the struc-
tural phosphopeptides of the total ribosomic proteins of Ehrlich’s Ascites tumor cells
contain phosphate bound mainly with serine,



