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Krystyna SIKORSKA, Tomasz BORKOWSKI

Inkorporacja 32P do roéznych typéw mitochondrialnego,
jadrowego i cytoplazmatycznego RNA

Bramouyenue 32P B pa3Hble TUIILI MUTOXOHIDPUIIHOrO, ATPOBOTO
M guronaasmMarudeckoro PHK

Incorporation of 32P into Various Types of Mitochondrial, Nuclear
and Cytoplasmic RNA

Wystepowanie kwaséw nukleinowych w mitochondriach sugeruje mozliwosé
syntezy bialek kodowanych przez wlasny DNA. O ile szereg spostrzezen nagro-
madzono na temat metabolizmu mitochondrialnego DNA (4, 5, 7, 13, 14, 20), to
niewiele jego danych odno$nie metabolizmu RNA, a tylko odosobnione prace do-
tyczg izolacji kwaséw nukleinowych z mitochondriéw tkanki nerwowej (1, 3, 6, 8).
W poprzedniej pracy wykazano (17), ze mitochondria tkanki mézgowej obok DNA
zawierajg s-RNA i r-RNA. Celem obecnej pracy bylo poréwnanie szybkosei inkor-
poracji radioaktywnego %P do réznych typéw RNA mitochondrialnego w stosunku
do odpowiednich typéw RNA jader komérkowych i frakeji cytoplazmatycznej.

MATERIAL I METODY BADAN

Doswiadczenia przeprowadzono na dorostych krélikach ciezaru okolo 2 kg. Do
jednego do$wiadczenia uzywano czterech zwierzat. Kroéliki wprowadzono w stan
narkozy, podajgc powoli do zyly usznej 0,15 ml na kg wagi ciala preparatu Eunar-
conu, firmy Riedel. Po uzyskaniu snu narkotycznego, wykonywano dozbiornikowo
injekcje 32P w ilo§ci 300 pc (na zwierze) w formie ortofosforanu sodowego zobo-
jetnionego do pH 7,0. Zwierzeta dekapitowano po uplywie 3 lub 16 godzin. Wypre-
parowane moézgi krélicze oczyszezano z opon i splotéw naczyniowych. Mitochondria
preparowano wedlug Levirupa (10) metodg réznicowego wirowania w 0,44 M
sacharozie w buforze Tris-HCl1 0,01 M o pH 7,2 z dodatkiem 5:10-4¢M EDTA.
Jadra otrzymywano z osadu po pierwszym wirowaniu homogenatu tkanki (2).
Supernatant pozostaly po osadzeniu jader i mitochondri6w stanowilt ,frakcje cy-
toplazmatyczng”, do ktérej dodawano NaCl do stezenia 0,1 M i zadawano 2 obje-
tosciami 96% etanolu. Wytrgcony osad uzyto do ekstrakeji kwaséw nukleinowych.
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Ekstrakcje czystych kwasow nukleinowych z mitochondriéw, jader i frakeji cyto-
plazmatycznej prowadzono w identycznych warunkach (17). Kwasy nukleinowe
z poszczegdlnych frakeji subcelularnych rozdzielano chromatograficznie na kolumnie
z metylowang albuming, metodg opisang przez Mandella i Hersheya (11).
Uzyskane po rozdziale chromatograficznym frakcje RNA poddawano hydrolizie wg
Schmidta i Tannhé&dsera (16). Pomiaréw aktywnosei w hydrolizatach RNA
dokonywano w liczniku Geiger Miillera z okienkiem mikowym w 1 ml mokrej
warstwie z odleglo$ci 10 mm. Te same préby wykorzystywano nastepnie do ozna-
czen iloSciowych. Ilo§é RNA okreslano na podstawie oznaczen fosforu catkowitego
metodg Hursta (9), rybozy, w reakcji orcynolowej (12) i pomiaru absorpcji swia-
tta w UV (19).

WYNIKI BADAN

Stopienn inkorporacji 3P do RNA wyrazano za pomocg aktywnosci
specyficznej (imp/min/ug P-RNA). Aktywnosé specyficzng okres$lano dla
s-RNA, r-RNA oraz frakcji RNA eluujgcej sie z kolumny 1,5 M NaCl w roz-
tworze 0,2 M NH,OH. Oznaczenia przeprowadzano w trzech frakcjach
subcelularnych: mitochondrialnej ,jagdrowej i cytoplazmatycznej. Srednie
wartosci obliczone na podstawie kilku do$wiadczen zestawiono w tabeli 1
oraz przedstawiono graficznie na ryc. 1

Tab. 1. Aktywnosci specyficzne poszczegdlinych typéw RNA frakeji mitochondrialnej,
jadrowej i cytoplazmatycznej po 3 i 16-godzinnej inkorporacji 32P
Specific activities of individual types of RNA of the mitochondrial, nuclear
and cytoplasmic fraction after 3 and 16 hours of the incorporation of 32P

Aktywno$é specyficzna imp./min/ug P-RNA
Okres inkorporacji — 3 h Okres inkorporacji — 16 h
Frak(lzje Frakeja Frakeja
subcelularne RNA eluo- RNA eluo-
s-RNA | r-RNA [Vana 1,5 M} o pna | r-RNA (VN2 1,5 M
NaCl NaCI
02 n 02 n
NH,OH NH,OH
Mitochondria 28 14 50 49 i 48 130
Jadra
komoérkowe 41 56 190 82 110 283
Frakeja cyto-
plazmatyczna 91 32 300 Vil 51 276

Jak wynika z przedstawionych danych istniejg duze réznice w ak-
tywnosciach wlasciwych poszezegolnych typéw RNA odpowiednich frak-
cji subcelularnych. We frakcji mitochondrialnej aktywnos$é wiasciwa
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Ryec. 1. Aktywnosci specyficzne trzech typéw RNA we frakeji mitochondrialnej,
jadrach komoérkowych i cytoplazmie po 3 (jasne) i 16 (czarne) godzinnej inkorpo--
racji 32P., Wartosci aktywnosci specyficznej wyrazano w imp./min./ug P-RNA;
a — s-RNA, b — r-RNA, ¢ — frakcja RNA eluowana z kolumny chromatograficz-
nej 1,5M NaCl w 02n NH,OH
Specific activities of three types of RNA in the mitochondrial fraction, nuclei and
in cytoplasm after 3 (white) and 16 (black) hours of the incorporation of 32P.
Values of specific activity were given in imp./min/ug P-RNA; a — s-RNA, b —
r-RNA, ¢ — RNA fraction eluated with 1.5M NaCl in 0.2n NH,OH from the
’ chromatographic column

s-RNA przewyzsza aktywnosé r-RNA tylko w eksperymentach krotko-
czasowych. Po 16 godzinnej inkorporacji 3?P, aktywnosci wlasciwe oby-
dwu typow RNA sg sobie rowne. Natomiast frakcja RNA eluujgca sig
z kolumny chromatograficznej 1,6 M NaCl w roztworze amoniaku po-
siada aktywnos¢ wlasciwg kilkakrotnie wyzszg od pozostalych rodzajow
RNA. We frakeji jadrowej obserwuje sie w zaleznosci od czasu inkorpo-
racji regularny wzrost aktywnosci wlasciwych wszystkich trzech typow
RNA. Inaczej ksztaltujg sie wartosci te we frakeji cytoplazmatycznej.
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Tu bowiem aktywnos$¢ wilasciwa s-RNA jest juz wysoka po 3-godzinnej
inkorporacji 3P. We wszystkich badanych frakcjach subcelularnych za-
stuguje na uwage frakcja RNA, ktéra eluuje sie wysokim stezeniem
chlorku sodu, a ktérej aktywnos¢ wlasciwa jest stale najwyzsza. Nalezy
réwniez podkresli¢, ze aktywnosci wlasciwe poszczegoélnych typow RNA
frakeji mitochondrialnej sa zawsze nizsze od RNA z frakcji jgdrowej
i cytoplazmatycznej.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki z doswiadczen nad inkorporacjg 3*P do roznych typow RNA
pozwalajg sugerowaé, ze synteza kwasow nukleinowych odbywa sie
réwniez w mitochondriach. Wskazuje na to obecnos¢ w mitochondriach
frakeji RNA szybkopietnujgcej sie. W naszych warunkach doswiadczal-
nych uzyskiwano jg w rozdziale chromatograficznym droga elucji 1,6 M
NaCl w roztworze amoniaku.

Yoshikawa (21) podaje, ze przy stezeniu ponad 1M NaCl wy-
ptywa niejednorodna frakcja, ktéra nastepnie analizowana w ultrawi-
réowce rozdziela sie na dwie podfrakcje Jedna z nich zawiera typ RNA
o skiadzie zasad podobnym do rybosomalnego RNA, druga za$ posiada
sklad zasad podobny do DNA. Obydwa typy RNA stanowily szybko-
znakowang frakcje RNA. Podobnie Scherrer i wsp. (15) donoszg
o obecno$ci szybkoznakowanej frakcji RNA o skladzie zasad podobnym
do r-RNA. Sugerujg oni, ze ten typ RNA jest prekursorem rybosomal-
nego RNA. W naszej pracy frakcja RNA eluowana z kolumny 1,5 M
NaCl moglaby zatem odpowiadaé frakcji RNA otrzymanej przez Yoshi-
kawe przy tym stezeniu chlorku sodu. Otrzymany sklad nukleotydowy
jest bowiem rozny od s-RNA i r-RNA. Zwraca uwage niski wspélczyn-
nik GC/AU tej frakecji w jgdrach komoérkowych (17).

O szybkoici syntezy RNA w mitochondriach $wiadczy aktywnosé
specyficzna poszczegdlnych typow RNA. Wykazano, ze jest ona nizsza
od aktywnosci uzyskanych dla RNA z jgdra i frakeji cytoplazmatycznej.
Wskazuje na to fakt, ze synteza kwasé6w nukleinowych w mitochondriach
przebiega wolniej anizeli w jgdrze komdrkowym.

Doswiadczenia Suyamy (18) wykazaly, ze synteza r-RNA moze
odbywaé sie w mitochondriach, za§ s-RNA przechodzi prawdopodobnie
z cytoplazmy do mitochondriéw. Z wynikéw uzyskanych w naszej pracy
trudno wskazaé¢ miejsce syntezy obydwu typéw RNA, Naleizy jednak
Zzwrocic uwage, ze zaré6wno w cytoplazmie jak i w mitochondriach, po
3-godzinnej inkorporacji aktywno$¢ specyficzna s-RNA przewyzsza
aktywnos¢ r-RNA, Po 16-godzinnej inkorporacji 3?P, aktywnos$¢ wlasciwa
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s-RNA w mitochondriach wzrasta, natomiast w cytoplazmie ma ona ten-
dencje spadkowe. Fakt ten moze by¢ poparciem dla sugestii Suyamy,
ze s-RNA przechodzi z cytoplazmy do mitochondriéw.
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Otrzymano 7 IV 1970.

PE3IOME

ITpoBoaymych ONBITHI Haj BRIIOUeHMeM 32P B pasubie Tunsl PHK muro-

XOHZIPUEB, KJAETOYHBIX ANEP M IMTONJIA3ZMATHUYECKON (PpakIiMyM MO3ra Kpo-
J¥Ka. VI3 ONBITOB cJefyeT, YTO CHMHTE3 HYKJEHMHOBBLIX KUCJOT IIPOMCXOANT
TaKXK€e B MUTOXOHIPUAX, O HEM CBUAETEJLCTBYET IPUCYTCTBME OBICTPO
meraineiica dpakun PHK. Coenmdmyeckme aKTUMBHOCTM OTHEJBHBIX
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TuoB muToxoHapuiHoro PHK saBnAmoTCcA 3HAYMTENBLHO HMIKE IO OTHO-
meHnio K coorBercTBylommM Tunam PHK ocranbHBIX KJIETOYHBIX SAAEp
M 1MTOINasMaTudeckux (ppaknuiti. 3ToT PaKT MOKET CBUAETEJILCTBOBATH
o boJsiee zaMensieHHOM MeTabosM3Me HYKJEMHOBBIX KUCJIOT B MUTOXOH-
IpUAX.

SUMMARY

The experiments with the incorporation of *P into various types of
RNA of the mitochondria, nuclei and cytoplasmic fractions of a rabbit
brain were carried out. The experiments point out to the fact that the syn-
thesis of nucleic acids takes place also in mitochondria, the presence
of rapidly labelled RNA fraction being the proof of it. Specific activities
of individual types of the mitochondrial RNA are distinctly lower than
the corresponding RNA types in the remaining subcellular fractions.
This may be the evidence of the slower metabolism of nucleic acids in
mitochondria.

Papier druk. sat. III k1. 80 g Format 70 X 100 Druku str. 6
Annales UMCS Lublin 1870 Lub. Zakl. Graf. Lublin, Unicka 4 Zam. 53. 7.1.71
800 + 60 egz. A-7 Manuskrypt otrzymano 7.I1.1971 Data ukonczenia 20.X.1971




