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The Incorporation of Radioactive Lysine to Ribosomic Proteins
from Ehrlich Ascites Tumor Cells

Duzg zdolno§¢ akumulacji aminokwaséw wykazujg tkanki embrionalna i no-
wotworowa. Komoérki nowotworowe sg metabolicznie bardzo aktywne i w porow-
naniu z komérkami watrobowymi wielokrotnie intensywniej zageszczajg aminokwa-
sy (26). Najwieksze nagromadzenie lizyny w komoérkach raka wysiekowego Ehrlicha
zachodzi juz w pierwszych 3 min. inkubacji z aminokwasem (26).

Szybkos§é inkorporacji aminokwaséw do r6znych bialek komoérkowych (15, 1, 2)
moze wiec zalezeé¢ od ich wewnatrzkomoérkowego stgzenia (3) i od obecno$ci w §ro-
dowisku inkubacyjnym innych aminokwaséw (12, 17).

Badania wielu autoréw (10, 25) oraz wyniki uzyskane w naszym laboratorium
wskazujg réwniez na intensywng inkorporacje 14C-lizyny do bialek rybosomowych
bakterii i innych tkanek (19, 16).

Celem obecnej pracy bylo przeprowadzenie badan nad inkorporacjg 4C-lizyny
do bialek rybosomowych komoérek raka wysigkowego Ehrlicha i wykazanie, ze bial-
ka te intensywnie inkorporujg lizyne do frakcji biatek rybosomowych.

MATERIAL I METODY

Inkubacja zawiesiny komérek raka wysiekowego Ehrli-
cha z 4C-lizynas. Inkubacj¢ komérek raka wysiekowego Ehrlicha z radioaktyw-
ng lizyng prowadzono na zawiesinie komérek w ich wlasnym osoczu, Na 100 ml piy-
nu wysigkowego dodawano 0,1 mC MC-lizyny i inkubowano 2 godz. w 37°C z do-
datkiem 0,2% glukozy (20).

Preparatyka rybosom6w i biatek rybosomowych, Metodyka
zwigzana z hodowlg komoérek raka wysigkowego Ehrlicha, preparatyky supernatan-
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tu pomitochondrialnego i rybosoméw byla oparta na do§wiadczeniach opublikowa-
nych wecze§niej (18). Calkowite biatko rybosomowe otrzymywano przez ekstrakcje
rybosom6w 67% kwasem octowym, zgodnie z metodg podang przez Wallera
i wsp. (23). Po odwirowaniu nierozruszczalnego RNA supernatant poddawano kilka-
krotnej dializie wobec 5% kwasu octowego. Dalszg cze§¢ do§wiadczen dotyczgca stra-
cania biatka z dializatu prowadzono zgodnie z wczeéniejszymi badaniami wtasny-
mi (18, 21).

Frakcjonowanie bialek rybosomowych. Preparat bialka ryboso-
mowego w ilo$ci 10—20 mg rozpuszczano w 1,5—2,0 ml 0,02 M mréwczanu sodowe-
go, pH 27 i frakcjonowano na kolumnie z CM-celulozy wedlug Williamsa
i wsp. (24) z niewielkg modyfikacjg Gasiora i wsp. (7).

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym. Elektroforeze pro-
wadzono zgodnie z metodqa Panyima i wsp. (13), stosujgc do rozdzialu 15% zel
poliakrylamidowy. Stezenie mocznika w zelu wynosilo 2,5 M. Frakcje bialek rybo-
somowych rozpuszczano w 0,9 N kwasie octowym, dodawano sacharoze (stezenie
koficowe 15%) i na poszczegblne zele nanoszono po 50—100 pg bialtka. Rozdziat pro-
wadzono w ciggu 3,5 godz.,, w temp. pokojowej, w 0,9 N kwasie octowym, pH 2,7
stosujac natezenie pradu 2,5 mA na pojedynczy Zzel. Po ukonczonej elektiroforezie
Zzele zanurzano w 0,5% czerni amidowej i pozostawiano na 5 godz. Nie zwigzany
barwnik wymywano 5% kwasem octowym. Natezenie zabarwienia poszczegélnych
frakeji bialtkowych rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym oznaczano densytome-
trycznie przy uzyciu densytometru firmy Kipp i Zone.

Hydroliza biatek rybosomowych. Frakcje biatek rybosomowych ze-
brane z kolumny CM-celulozy w ilo§ci 1000 pg hydrolizowano w 6 N kwasie solnym
w ciggu 24 godz.,, w temp. 100°C. Kwas solny odparowywano do odczynu obojetne-
go, a powstalag mieszanine aminokwaséw po hydrolizie rozpuszezano w 100—200 pl
wody destylowanej.

Elektrochromatografia hydrolizatu biatek rybosomo-
wych. Do jakoSciowych badan skladu aminokwasowego hydrolizatéw bialka cal-
kowitego i poszczegélnych frakcji zaadaptowano metode elektrochromatografii
Fishla i Segala (6).

Na bibui¢ Whatman nr 3 nanoszono ilo§ciowo mieszanine aminokwaséw otrzy-
mang z hydrolizy 500 pg biatka i rozdzielano w pierwszym kierunku elektrofore-
tycznie w pH 2,2 (2,5% kwas mrowkowy i 7,8% kwas octowy). W drugim kierunku
prowadzono rozdzial chromatograficzny w ukladzie stosowanym dla rozdzialu ami-
nokwaséw zasadowych (aceton—pirydyna—n-butanol—woda-—dwuetyloamina=15:9:
:15:10:16), Suche, pozbawione rozpuszczalnika chromatogramy wywotywano 0,2%
ninhydryna zawierajgca kwas octowy.

Ilo§ciowe oznaczanie aminokwaséw zasadowych (lizyny i argininy) oraz amino-
kwaséw kwasnych (kwasu glutaminowego i asparaginowego) przeprowadzano wedlug
metody Fischera i Dorfela (5) przez elucje z bibuly barwnych komplekséow
aminokwaséw z odczynnikiem miedziowym. Biatko ilo§ciowo oznaczano metoda
Lowry i wsp. (11). Radioaktywnos$é mierzono w liczniku scyntylacyjinym tréjka-
natowym SL 30 Intertechnique. W celu oznaczenia radioaktywnoéci w poszczeg6l-
nych prébkach biatko nanoszono na bibule filiracyjna Whatman 3 MM i po wysu-
szeniu mierzono radioaktywno§é w plynie scyntylacyjnym (100 mg POPOP, 4 mg
PPO rozpuszczone w 1000 ml toluenu).
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WYNIKI BADAN

W czasie dwugodzinnej inkubacji komoérek raka wysiekowego Ehrli-
cha z radioaktywng lizyng zachodzi inkorporacja 1¢-lizyny do bialek
rybosomowych. Obraz rozmieszczenia radioaktywno$ci we frakcjach uzy-
skanych z rodzialu biatka calkowitego na kolumnie CM-celulozy przed-
stawia ryec. 1.
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Ryec. 1. Frakcjonowanie bialek rybosomowych komérek raka wysigkowego Ehrlicha
na kolumnie CM-celulozy. Na kolumne o wymiarach 0,8 X8 cm nanoszono 10—15 mg
biatka rozpuszczonego w 0,02 M HCOONa, pH 2,7. Elucje bialek z kolumny prowa-
dzono nastepujacymi roztworami: FI — 0,02 M HCOONa, pH 27, FII — 0,1 M
HCOONa, pH 2,7; FIII — 0,3 M NH,Cl w 0,02 M HCOONa, pH 2,7, FIV — HCOOH,
pH 2,0; FV — HCOOH, pH 1,7; FVI — HCOOH, 20% roztwér. Zbierano 3 ml frakcje;
1 — ekstynkcja w 280 nm, 2 — radioaktywno$§¢
Fractionation of ribosomic proteins of Ehrlich Ascites tumor cells on the CM-cellulose
column 0.8X8 cm. 10—15 mg of protein dissolved in 0.02 M sodium formate, pH 2.7
was put in 1.0—1.5 ml on the column. The eluents for particular fractions: FI —
0.02 M sodium formate, p# 2.7; FII — 0.1 M sodium formate, pH 2.7; FIII — 0.3 M
amonium chloride in 0.02 M sodium formate, pH 2.7; FIV — formic acid, pH 2.0;
¥V — formic acid, pH 1.7; F VI — formic acid, 20% solution. 3 ml fractions were
collected: 1 — extinction 280 nm, 2 — radioactivity

Jak wynika z oznaczenia, najwyzszg radioaktywnosé stwierdza sie we
frakeji III. W pozostatych frakcjach aktywnosci sg mniejsze.

W wyniku oznaczenia stosunkl lizyny do argininy oraz stosunku ami-
nokwas6w zasadowych do kwasnych dla badanych frakcji bialek rybo-
somowych stwierdzono, Ze najwiecej lizyny wystepuje we frakeji III, IV
1 V. Rowniez frakcja III, gromadzaca srednio 60% bialek wyjsciowych,
zawiera najwigcej aminokwasow zasadowych (tab. 1).

W bialku catkowitym i frakcjach biatkowych oznaczono radicaktyw-
nos$¢ wyrazang w imp/min/mg biatka i w imp/min/umol lizyny. We frakeji
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Tab. 1. Zawarto$é aminokwaséw zasadowych i kwasnych w réznych frakcjach bia-
tek rybosomowych komoérek raka wysiekowego Ehrlicha

The content of basic and acid aminoacids in various fractions of ribosomic proteins
of Ehrlich Ascites tumor cells

Frakcje biatkowe ii; —k—?ﬁg—?:—
Biatko calkowite 1,18 1,12
Frakcja II — —
Frakcja III 1,37 1,08
Frakecja IViV 1,43 0,93
Frakcja VI 1,05 0,85

II, zawierajgcej $rednio okoto 1% biatka wyjsciowego, nie stwierdzano
radioaktywnosci, a najwiecej lizyny inkorporuje sie do bialek frakeji III
(tab. 2).

Kazda z badanych frakcji biatkowych poddawano rozdzialowi elektro-
foretycznemu w zelu poliakrylamidowym (ryc. 2). Wszystkie badane bial-
ka podczas elektroforezy migrowaly do katody. Najdluzszg droge roz-
dzialu uzyskano dla bialka calkowitego i biatek frakcji III. Podczas ele-
ktroforezy bialko calkowite dzielilo sie na 28 oddzielnych pasm, a biatko
frakecji III na 26. Pozostale frakcje migrowaly wolniej i wykazywaty
mniejsza liczbe indywidualnych pasm.

Tab. 2. Inkorporacja #C-Lys do frakcji bialek rybosomowych komérek raka wysig-
kowego Ehrlicha
The incorporation of ¥C-Lys to the fraction of ribosomic proteins of Ehrlich Ascites
tumor cells

I Imp/min/mg Imp/min/umol

Frakcje biatkowe biatka lizyny
Bialko catkowite 2900 7630
Frakcja II — —
Frakcja III 2790 5246
Frakcja IV 1320
Frakcia V 2270 2100
Frakeja VI 1420 1850

Wyniki rozdzialu elektrochromatograficznego hydrolizatu biatka cal-
kowitego przedstawia ryc. 3. Na elektrochromatogramie biatka calkowi-
tego stwierdza sie intensywne plamy aminokwaséw zasadowych: lizyny
i argininy, a takze kwas6w glutaminowego i asparaginowego. W hydro-
lizacie biatka calkowitego wykryto sladowe iloSci histydyny, ktore nie s3
uwidocznione na chromatogramie.
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czenie dokiadnej liczby biatek rybosomowych posiada istotne znaczenie
w badaniach nad strukturg i funkcjg tych organelli (9).

W naszych badaniach zastosowanie frakcjonowania bialek na kolum-
nie z CM-celulozy i elektroforezy jednokierunkowej podyktowane byto
koniecznos$cig dokonania poréwnania z wczesniejszymi badaniami nad fos-
forylacjg bialek rybosomowych (22). Okazuje sie, ze frakcje bialek ry-
bosomowych migrujacych wolniej w Zelu poliakrylamidowym w mniej-
szym stopniu inkorporowaly radioaktywny fosforan (22).

Prowadzac w identycznych warunkach doswiadczenia z C-lizyng
stwierdzono, ze bialka frakeji III z kolumny CM-celulozy, ktére w warun-
kach elektroforezy wedruja najszybciej, wykazuja roéwniez najwyzszy
stopien inkorporacji lizyny. A zatem bialka zawarte w tej frakcji moga
by¢ traktowane jako metabolicznie aktywne, gdyz inkorporujg inten-
sywnie zaréwno fosforan, jak i lizyne. Trzeba ponadto stwierdzi¢, ze bial-
ka tej frakcji sg silnie zasadowe, co moze tlumaczy¢ ich duze zapotrze-
bowanie na lizyne. Podobnie w do$wiadczeniach prowadzonych na bial-
kach rybosomowych moézgéw kréliczych stwierdzono najwyizszy stopien
inkorporacji radioaktywnej lizyny in vivo do frakeji najbardziej zasado-
wej bialek rybosomowych (16).

W poréwnaniu z wczesniej publikowanymi badaniami w niniejszej
pracy zastosowano postepowanie ekstrakcyjne i frakcjonowanie tego ty-
pu, ze mozna bylo uzyskat¢ znacznie lepszg wydajno$¢ w otrzymywaniu
biatek rybosomowych.

Jak wynika z analizy elektroforetycznej, poszczegdlne frakcje bialek
rybosomowych rozdzielane na kolumnie z CM-celulozy byly nadal hete-
rogenne i stanowily mieszanine kilkunastu indywidualnych bialek rybo-
somowych., Do chwili obecnej nie zostala definitywnie okreslona liczba
indywidualnych biatek rybosomowych w komoérkach eukariotéw i w za-
leznos$ci od sposobow ekstrakeji rozni autorzy otrzymujg 60-—67 biatek
rybosomowych (14, 4).

Wydaje sig, ze wstepne frakcjonowanie rybosomowych biatek na ko-
lumnie z CM-celulozy moze by¢ uzyteczne do uzyskania dobrego rozdziatu
w elektroforezie dwukierunkowej na zelu poliakrylamidowym.
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PE3IOME

Uccnenosano BKJAOYEHME PALMOAKTUBHOIO JM3UHA B pubocoMuble GejIKM KJIETOK
acnuTHOM onmyxosu Oxpanuxa. PubocoMuble 0eskK HOJydany IIyTeM SKCTPaKLUM DU-
60ocoMOB 67% pacTBOPOM YKCYCHOM KMcaOThL KonmuecTBo BKIIOYEHHOro MC-amamua
B Oenku dpakumu nonydenHbix ¢ KM-uennionos3s! 6b1310 pasxHoe. M3 Mcclef0BaHHBIX
benkoBbix pakumit, dbpakuua III uMmesa nHainboJiee MIENOYHBIE XapaKTep, a TaKXe
OYeHb MHTEHCHMBHO BKJIOYAJia PAaAMOAKTMBHBII JU3MH B pubocoMunle Genxkyu. Bo Bcex
uccleJOBaHHBIX OeNKOBBIX (hpaKOMsAX MPEBBIIAJ JMU3MH.

SUMMARY

The results of incorporation of the MC-lysine to ribosomic proteins from Ehrlich
Ascites tumor cells were presented. The proteins were extracted with 67% acetic
acid. Protein fraction obtained from CM-cellulose column incorporated different
~amount of lysine. The protein fraction III showed the most basic character as well
as the most intensively incorporated 14C-lysine. In all investigated protein fractions
lysine was the prevailing aminoacid.



