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Jozet ZAJAC

Stymulujgcy wplyw nukleotydéw adenylowych na whudowywanie
[32P] ortofosforanu do bialek w izolowanych mitochondriach mézgowych

Crumynupyommuit 3deKT afzeHUNOBbIX HYKJIEOTUAOB Ha MHKOPIIOPALMIO
[3?PJopTrodocdara B 6eaKM M30IUPOBAHHBIX MO3TOBBLIX MUTOXOHADPUIA

The Stimulating Effect of Adenine Nucleotides on the Incorporation of {32P] Ortho-
phosphate into Proteins of Isolated Brain Mitochondria

Modyfikacja aktywnoéci niektérych enzyméw za posrednictwem ich fosforylacji
i defosforylacji stanowi waziny mechanizm regulacji procesdéw metabolicznych (4).
Obecnie szczegdlne zainteresowanie budzi réwniez fosforylacja i defosforylacja bion
biologicznych jako modulacja ich funkcji (3). Rola fosforylacji frakeji biatkowych
kwasolabilnej i kwasostabilnej w mitochondriach jest poznana jedynie fragmenta-
rycznie i ostateczne jej sprecyzowanie wymaga jeszcze wszechstronnych badan.

ADP jest inhibitorem fosfotransferazy ATP: biatko (EC 2.7.1.37; 8). Hamuje takze
fosforylacje bialek w mitochondriach mézgowych przy udziale [y—32P] ATP (Zajac,
w przygotowaniu), ale wybitnie stymuluje inkorporacje [32P] ortofosforanu do bialtek
w tych organellach. Podobnie stymuluja ten proces AMP i ATP.

W obecnym doniesieniu wykazano, ze nukleotydy adenylowe tylko w zakresie
malych stezen najefektywniej stymulujg wbudowywanie [*2P} ortofosforanu do frak-
cji biatkowych mitochondriéw mézgowych.

MATERIAL I METODY

Odczynniki specjalne. Tris-(hydroksymetylo)-aminometan (Serwa, Heidelberg,
RFN), ATP i albumina osocza wolu V frakcja (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.,
USA), ADP i AMP (Boehringer, Mannheim, RFN). Pozostate odczynniki o czystosai
p.a. dostarczone byty przez Biuro Obrotu Odczynmikami w Gliwicach. [3?P] ortofos-
foran pochodzil z Instytutu Badan Jdrowych w Swierku.

Mitochondria z mbézgu krélikébw ofrzymywano wedlug Lovirupa i Ze-
landera (6) z tg réznicy, ze 0,44 m roztwér sacharozy uzywany w tej procedurze
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zawieral 5 mM EDTA, Czysto§¢ mitochondribw otrzymanych tg metods zbadano
wezesniej (2). Fosforylacje biatka $ledzono za pomocg inkorporacji [32PJortofosforanu.
Pigtno frakeji kwasolabilnej (fosfohistydynowej, P-His) oznaczano wedlug Biebera
i wsp. (1), a kwasostabilnej (fosfoserynowej, P-Ser) jak opisane poprzednio (11).
Radioaktywno§¢ mierzono przy pomocy licznika GM o grubofci okienka 3 mg/cm?2,
Bialko oznaczano metodg biuretows (5); jako wzorca uzyto albumine z osocza wotu.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wybitna stymulacja pietnowania bialek w mitochondriach mézgowych
przy udziale [*2P] ortofosforanu przez nukleotydy adenylowe spowodowa-
na jest glownie wzrostem syntezy [y—32P] ATP (Zajac, w przygoto-
waniu). Chociaz ostateczny mechanizm tej stymulacji jest zasadniczo taki
sam w przypadku wszystkich nukleotydéw adenylowych, to przebieg in-
korporacji [32P] ortofosforanu do frakcji biatkowych w zaleinosci od ste-
Zenia poszczeg6lnych nukleotydow jest rézny. Ale we wszystkich przy-
padkach najefektywniejszg stymulacje obserwuje sie w okreslonym prze-
dziale niskiego stezenia. Jest to spowodowane hamujacym dziataniem
nukleotydéw adenylowych w wyzszych stezeniach na fosforylacje biatek.

ADP kompetencyjnie hamuje kinaze biatkowa (8). Mimo to jego sty-
mulujgcy wplyw na fosforylacje bialek w mitochondriach (ryc. 1) jest
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Ryec. 1. Wplyw stezenia ADP na pietnowanie frakeji biatkowych (1, P-Ser; 2, P-His)
w obecnoéci [3?PJortofosforanu. Mieszanina inkubacyjna (7): 33 mM — trisCl (ph 7,4),
63 mM —sacharoza, 50 mM — KCl, 65 mM — MgCl,, 10 mM — NaF, 10 mM —
2-oksoglutaran; koficowa objeto§é pré6by 2 ml; temperatura inkubacji 30°. Mitochon-
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Radioaktywnosé : imp./min./mg biatka x 1073

Steienie Mgz’ {mM])
Ryc. 2. Wplyw stezenia Mg?+ na pietnowanie frakcji biatkowych (1, P-Ser; 2, P-His)
w obecnoéei [32Plortofosforanu i 0,2 mM ADP. Stezenie [32Plortofosforanu: 0,05 mM
(1,33 X107 imp./min); mitochondria: 7 mg bialka; czas inkubacji 5 min. Pozostale
warunki inkubacji i sktad mieszaniny byly jak podano w do$wiadczeniu przedsta-
wionym na ryc. 1
Effect of Mg2+ concentration on the labelling of protein fractions (1, P-Ser; 2, P-His)
in the presence of [?Plorthophosphate and 0.2 mM ADP. The composition of incuba-
tion mixture and conditions of incubation were as described in fig. 1 except that
mitochondria equivalent to 7 mg of protein and 0.05 mM [32Plorthophosphate (1.33X
X107 c.p.m.) were used

dominujacy i najbardziej efektywny dla stezenia 0,2 mM. Dalszy wzrost
stezenia ADP powoduje dosy¢ duze zmniejszanie pietna obydwu frakeji
bialkowych, ale znaczny efekt stymulujacy utrzymuje sie nawet w obec-
nosci 2 mM ADP. Udziat ADP w defosforylacji biatek (9) i obnizanie
pietna na tej drodze moze mie¢ wieksze znaczenie jedynie w przypadku
frakeji fosfohistydynowej (11).

Z ryc. 2 wynika, ze Mg?* sg niezbednym skladnikiem mieszaniny in-
kubacyjnej, aby w obecnosci dodanego ADP fosforylacja bialek w mito-

dria (7,7 mg bialka) preinkubowano 1,5 min, dodawano [*?*PJortofosforan (0,1 mM;
1,05X107 imp./min) i po 10 min inkubacje przerywamo dodaniem 8 ml zimnego 0,3 M
kwasu tréjchlorooctowego zawierajgcego 3 mM — KH,PO,

Effect of ADP concentration on the labelling of protein fractions (1, P-Ser; 2, P-His)
in the presence of [}2Plorthophosphate. Incubation mixture (7): 33 mM — {risCl
(pH 7.4), 63 mM — sucrose, 50 mM — KCl, 6.5 mM — MgCl;, 10 mM — Naf,
10 mM — 2-oxogluaorate; temperature of incubation 30°, Mitochondria (7.7 mg of
protein) were preincubated for 1.5 min, then [32Plorthophosphate (0.1 mM; 1.05X107
c.p.m.) was added and after a further 10 min the reaction was stopped by adding
8 ml of cold 0.3 mM — trichloroacetic acid containing 3 mM — KHyPO,
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chondriach zachodzita efektywnie. Maksymalne pietnowanie bialek uzys-
kuje sie juz wobec 6,5 mM Mg2+. Wigksze stezenie Mg2+ powoduje tylko
nieznaczny wzrost pigtna P-His, natomiast niewielkie obnizenie radio-
aktywnosci P-Ser. Wybitnie stymulujgcy wplyw dodanego jedynie w nie-
wielkich stezeniach ATP na pietnowanie bialek w mitochondriach przy
udziale [¥P] ortofosforanu (ryc. 3) spowodowany jest tym, ze ulega on
rozkladowi pod wplywem ATPazy do ADP i zwieksza synteze [y—32P]
ATP, nie obnizajgc istotnie jego aktywnosci wilasciwej ani aktywnosei
wlasciwej [3?P] ortofosforanu. Natomiast ostatnie dwa efekty odgrywaja
coraz wiekszg role w miare wzrostu stezenia dodanego ATP, co znajduje
odbicie w wyraznym spadku wbhudowywania pietna 32P do frakcji biatko-
wych. Mniejszy spadek pietna frakeji fosfohistydynowej niz fosfoseryno-
wej w zakresie wiekszych stezen dodanego ATP s$wiadezy o tym, ze
przynajmniej niektore biatka tej frakcji sg mniej dostepne dla egzogen-
nego ATP.

AMP ulegajgc fosforylacji do ADP i ATP (10) rowniez efektywnie
stymuluje pietnowanie bialek w mitochondriach przy udziale [32P] orto-
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Ryc. 3. Wplyw stezenia ATP na pietnowanie frakcji biatkowych (1, P-Ser; 2, P-His)
w obecncéci [3?Plortofosforanu. Sklad mieszaniny inkubacyjnej i warunki inkubacji
byly takie same jak podano pod ryc. 1; stezenie [*?Plortofosforanu: 0,2 mM (1,09 X107
imp./min); mitochondria: 6.6 mg biatka
Effect of ATP concentration on the labelling of protein fractions (1, P-Ser; 2, P-His)
in the presence of [*Pl-orthophosphate. The composition of incubation mixture and
conditions of incubation were as described in fig. 1 except that mitochondria
conditions of incubation were identical as described in fig. 3 except that AMP
as described in fig. 1
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fosforanu juz w stezeniu 0,1 mM, a jego niewielki efekt hamujgcy ujaw-
nia sie dopiero powyzej 1 mM (ryc. 4). ADP dodany do mieszaniny inku-
bacyjnej zmienia kinetyke wbudowywania [32P] ortofosforanu do obydwu
frakeji bialkowych (ryc. 5). W nieobecnosci dodanego substratu utlenia-
nego poczatkowa szybkos$¢ pietnowania P-His jest wieksza niz P-Ser, po-
dobnie jak bez dodanego ADP (12), ale w czasie dalszej inkubacji pietno
P-His ciaggle wzrasta, podczas gdy w nieobecnosci dodanego ADP nie
ulega zmianie. Chociaz dodany ADP w nieobecnosci dodanego utlenianego
substratu w ostatecznym rezultacie podwyzsza pietno P-Ser, to szybkos¢
tego procesu jest wydatnie zwolniona i wykazuje liniowy charakter
w czasie 10 min. W obecnosci dodanego utlenianego substratu stymulu-
jacy efekt ADP kilkakrotnie wzrasta i szybkos$¢ poczatkowa pietnowania
obydwu frakcji biatkowych jest jednakowa, ale w czasie dalszej inku-
bacji wzrost pietna P-His odbywa sie znacznie wolniej niz P-Ser. Liniowa
zalezno$¢ pietnowania frakeji fosfoserynowej w obecnosci dodanego ADP
w dosy¢ dlugim czasie uwarunkowana jest z jednej strony hamujgcym
wplywem ADP na fosforylacje tej frakcji bialkowej i stymulacjg nara-
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Ryc. 4. Wplyw stezenia AMP na pietnowanie frakcji bialkowych (1, P-Ser; 2, P-His)

w obecnoéci [*?Plortofosforanu. Skitad mieszaniny inkubacyjnej i warunki inkubacji

byly identyczne jak w do$wiadczeniu przedstawionym na ryc. 3 z wyjatkiem uzycia
AMP zamiast ATP

Effect of AMP concentration on the labelling of protein fractions (1, P-Ser; 2, P-His)

in the presence of [32)-othophosphate. The comgosition of incubation mixture and

conditions of incubation were identical as described in fig. 3 except that AMP was
used instead of ATP
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stajacg w miare nagromadzania sie syntetyzowanego [y—32P] ATP. W re-
zultacie maksymalne pigtno P-Ser jest wolniej osiagane w obecnosci do-
danego ADP, ale jego wielkos¢ kilkakrotnie przekracza warto$¢ uzyski-
wang bez dodanego ADP,

Pigtnowanie frakcji fosfohistydynowej jest mniej wrazliwe niz frakeji
fosfoserynowej na stymulujgcy wplyw nukleotydéw adenylowych i ha-
mujacy ich efekt w wiekszych stezeniach. Przyczyna tego jest zaréwno
odmienny mechanizm ich fosforylacji, jak réwniez kompartmentacja pro-
cesdéw w mitochondriach (10).
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Ryc. 5. Przebieg w czasie inkorporacji [32Plortofosforanu do frakcji biatkowych
w obecno$ci 0,2 mM ADP ¢ 10 mM 2-okso-glutaranu (3, P-Ser; 4, P-His) oraz bez
dodanego substratu utlenianego (1, P-Ser; 2, P-His). Stezenie [3P] ortofosforanu:
0,2 mM (1,06 X107 imp./min); mitochondria: 7 mg bialka; pozostale skladniki mie-
szaniny inkubacyjnej jak podano pod ryc. 1
Time-course incorporation of [3?Jorthophosphate into protein fractions in the pre-
sence of 0.2 mM ADP and 10 mM 2-oxoglutarate (3, P-Ser; 4, P-His) as well as
without of added oxidasable substrate (1, P-Ser; 2, P-His). 0.2 mM ~— [32Plortho-
phosphate (1.06 X107 ¢.p.m.) and mitochondria equivalent to 7 mg of protein were
used., Other components of incubation mixture and conditions of incubation were
as described in fig. 1

Przebieg pietnowania frakcji biatkowych w zaleznosci od aktywnosci
wlasciwej [32P] ortofosforanu w obecnosci dodanego ADP ma charakter
dwufazowy (ryc. 6). Poczagtkowo w miare wzrostu aktywnosci wlasciwej
[32P] ortofosforanu w granicach od 10% do 107 imp./min/umol przy zmianie
stezenia dodanego ortofosforanu z 10 mM do 1 mM obserwuje si¢ powol-
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ny wzrost pietna obydwu frakeji biatkowych. Dalszy wzrost aktywnosci
wlasciwej do 10% imp./min/pmol przy zmniejszeniu stezenia ortofosforanu
z 1 mM do 0,05 mM powoduje znacznie wiekszy wzrost pigtna obu frakeji
biatkowych. W przypadku uzycia ekwimolarnych stezen dodanego ADP
i ortofosforanu poczatkowy wzrost pietna frakcji fosfoserynowej jest
jeszcze wolniejszy i rozcigga sie w szerszym zakresie stezenia ortofosfo-
ranu (do okoto 0,5 mM). Natomiast dalszy wzrost aktywnosci wlasciwej
[#2P] ortofosforanu i towarzyszace temu zmniejszenie jego stezenia do
0,1 mM powoduje jeszcze wiekszy wzrost pietna niz z 0,1 mM ADP.
Podobnie zachowuje sie réwniez pietno P-His, ale réznice w przypadku
tej frakeji bialkowej sg mate i nie uwidoczniono ich na rycinie.
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Ryc. 6. Zalezno§é pietnowania frakcji biatkowych (1, P-Ser; 2, P-His) od aktywnoéci
wlasciwej [*?Plortofosforanu w obecnoéci 0,1 mM ADP oraz ekwimolarnych stezen
[3?Plortofosforanu i ADP (linia przerywana, P-Ser). Mitochondria: 8 mg biatka; czas
inkubacji 30 min; pozostate sktadniki mieszaniny inkubacyjnej i warunki inkubacji
jak podano pod ryc. 1. P, — ortofosforan
[32PJorthophosphate specific activity dependent labelling of protein fractions in the
presence of 0.1 mM ADP (1, P-Ser; 2, P-His) as well as at equimolar concentrations
of [3?Plorthophosphate and ADP (dashed line, P-Ser). Mitochondria equivalent to
8 mg of protein were used. Incubation time was 30 min. Other components of in-
cubation mixture and conditions of incubation were as described in fig. 1. P, —
orthophosphate

Inkorporacja znacznych iloéci 3P do frakcji biatkowych dopiero przy
matlych stezeniach[*2P] ortofosforanu i tym samym odpowiednio duzych
jego aktywnosciach wlasciwych $wiadezy o malych ilosciach tych frakeji
w mitochondriach oraz duzym powinowactwie kinazy lub kinaz biatko-
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wych do ATP i bialek ulegajgcych fosforylacji. Uzycie poszczegélnych
nukleotydéw adenylowych do badania fosforylacji bialek w mitochon-
driach przy udziale [3P] ortofosforanu moze ulatwi¢ uchwycenie réznic
w fosforylacji indywidualnych biatek w poszczegélnych subfrakcjach mi-
tochondrialnych i umozliwi¢ sprecyzowanie ich roli w funkeji mitochon-
drionu. Wstepne pietnowanie biatek mitochondrialnych przy udziale
[3?P] ortofosforanu i nukleotydéw adenylowych w celu dalszej ich cha-
rakterystyki jest rowniez bardziej efektywne niz przy uzyciu tylko [32P]
ortofosforanu czy nawet {y—32P] ATP.
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PE3IOME

AZleHMIIOBbIe HYKJIEOTUbI CTUMYJIUPYIOT Mukoprnopauuio {32Ploprodocdara B ben-
KM M30JMPOBAHHBIX MO3TOBBIX MMTOXOHAPWIT, Crumynmpyoowmit schderr ABnaeTcH
MaKCUMaJIbHBbIM B Tpejiesie MallbiXx KOHIEHTPauMii INPUCOeIMHEHHBIX HYKJEOTUIOB
0,056 MM ATP, 0,2 MM ADP, 0,1 MM AMP) u 6bICTPO NOHMUKAETCA BMECTE C POCTOM
MX KOHIeHTpaumii. Tonbko B cinyyae AMP sror 3ddekT yaepxupaerca B Bornee
LLIMPOKOM TIpejieie KOHLUEHTPALMM M TOJBKO NpeBbicMB 1 MM BCTpOeHHAH MeTKa He-
3HaYUTENBHO NOHMKAaeTcs. MiHKopnopanusa 32P B 6eskoBy: (hpakKUUIO B NMPUCY TCTBUM
0,1 MM ADP 3aBUCMT OT ymeJibHOi akTuBHOCTH [¥?PlopTrochocchara u namnboiee -
(eKTHBHO NPOTeKaeT NPM KOHUEHTPaLUMyu HEOPraHu4eckKoro oprodocchara Huxe 1 MM.
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SUMMARY

Adenine nucleotides stimulated the incorporation of [*2Plorthophospate into pro-
teins of isolated brain mitochondria. The greatest effect was reached at a low range
of concentration of added nucleotides: 0.056 mM ATP, 0.02 mM ADP, 0.1 mM AMP
and rapidly decreased at higher concentrations. However, in the case of AMP
a stimulating effect was maintained at a wider range of concentration and only
above 1 mM a hardly marked decrease of incroporated label was observed. [32P]
Orthophosphate specific activity dependent labelling of protein fractions was most
effective below 1 mM othophosphate.






