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Istnieje wiele informacji wskazujgcych na fakt, ze mitgchondria sg zdolne do
semiautonomicznej syntezy bialka, r6znigcej sie od tego procesu zachodzgcego w cy-
tozolu organizméw eukariotycznych (21). Stwierdzono miedzy innymi, Zze mitochon-
dria i chloroplasty zawierajg tRNA i aminoacyl-tRNA syntetazy roéinigce si¢ od
cytozolowych (1, 3, 8, 9, 12, 17). W poprzedniej naszej pracy wykazaliSmy, ze mito-
chondria izolowane z moézgu cielgt zawieraja mniejsza ilo§é¢ izoakceptorowych glu-
tamyl-tRNA w por6wnaniu z cytozolem (5). Opierajac si¢ na znanych faktach do-
tyczacych struktury izoakceptorowych tRNAFen (25) przeprowadzono w niniejszej
pracy badania nad rozmieszczeniem fenyloalanylo-tRNA w mitochondriach i cyto-
zolu mézgdéw cielecych.

MATERIAL I METODY BADAN

DoSwiadczenia przeprowadzano na $§wiezych moézgach cielecych otrzymanych
z Zakladéw Miesnych w Lublinie. Z wypreparowanych skrawkéw kory mobzgowe]j
sporzagdzano 10% homogenat w 0,44 M roztworze sacharozy w 0,01 M buforze Tris-
-HCl pH 7,2 z dodatkiem 5 mM soli sodowej EDTA. Homogenizacje przeprowadzono
w homogenizatorze typu Potter-Elwehjem z teflonowym pistlem. Mitochondria izo-
lowano na drodze rdzinicowego wirowania wg metody Lévtrupa (19). Postmito-
chondrialny supernatant po osadzeniu frakeji mikrosomalnej przez wirowanie przy
105000 X g w ciggu 1,5 godz. stanowil frakcje cytozolowa. Do badan stosowano
radioaktywne preparaty:

[“C (U)]-L-phenylalanine, akt. wla§c. 0,33 Ci/mmol, firmy UVVVR Prague,
Czechoslovakia.

(®*H)-L-phenylalanine, akt. wiase. 20 Ci/mmol, firmy Amersham, England.

Otrzymywanie tRNA cytozolowego i mitochondrialnego
Do postrybosomalnego supernatantu dodawano octanu potasu do stezenia 2%
oraz 2 objetosci etanolu. Po przechowaniu w ciggu 12 godz. w temp. —20°C wytra-
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cone biatko i kwasy nukleinowe oddzielano na drodze wirowania. Nukleoproteido-
wy precypitat cytozolowy, podobnie jak osady mitochondrialne, zawieszano w 0,14
M NaCl w buforze 0,01 M Tris-HCl pH 7,2, poddawano ekstrakcji fenolowej w obec-
noéci 0,5% SDS zgodnie z wcze$niej opisanymi metodami (2, 3, 4, 7).

Preparaty mitochondrialnych i cytozolowych kwaséw nukleinowych rozdziela-
no wstepnie przez precypitacje wysokoczgsteczkowego RNA chlorkiem sodowym (6)
lub na kolumnach z metylowang albuming (20). Frakcje eluujace sie 0,4 M NaCl
po precypitacji etanolem traktowano jako totalne preparaty tRNA.

Otfrzymywanie aminoacyl-tRNA syntetaz

Osad mitochondrialny zawieszano w buforze 0,05 M Tris-HC1 pH 7,5 z dodat-
kiem 0,15 M KCl, 1 mM EDTA i 1 mM 2-merkaptoetanolu, poddawano dzialaniu
ultradZwiekéw w sonikatorze prod. MSE, przy maksymalnej amplitudzie, 4X1 min,,
temp. 0°C. Rozbite mitochondria wirowano przez 70 min. przy 100000 X g. Super-
natant wysalano siar,czanem amonu do 60% nasycenia. Osad wirowano przy 10000 X g
przez 30 min., rozpuszczano w 0,056 M buforze Tris-HCl pH 7,5 z dodatkiem 1 mM
2-merkaptoetanolu i poddawano dializie przez 20 godz. wobec tego samego buforu.
Bialka enzymatyczne zageszczano za pomocg dializy wobec polietylenoglikolu
w substancji.

Aminoacyl-tRNA syntetazy cytozolowe otrzymywano zbierajgec frakcje wysa-
lajgce sie siarczanem amonu w przedziale 25—60% nasycenia z supernatantu po
wirowaniu przy 105000 X g. Dodatkowo oczyszczano mitochondrialne i cytozolowe
syntetazy na drodze chromatografii na kolumnach z DEAE celulozy zgodnie z wecze$-
niej opisang metoda (9). Zawarto$¢ biatka oznaczano ilo§ciowo metodg Lowry (18).

Aminoacylacja tRNA

Poszczegbdlne preparaty tRNA inkubowano w obecno$ci 14C- i 3H-fenyloalaniny
i odpowiednio homologicznego subcelularnie enzymu. Skilad standardowej miesza-
niny inkubacyjnej: 50 pmola buforu Tris-HCl1 pH 7,5, 10 umola MgCl,, 2,5 umola
KCl, 2 pmole ATP, 1 pumol ditiotreitolu, 5—10 pCi MC- lub 3H-Fen, 0,5—I1,0 mg
biatka enzymatycznego, okoio 1,0 mg tRNA w objetosci 1 ml. Czas inkubacji 30 min.
w temp. 37°C. Reakcje przerywano przez dodanie réwnej objetosci 90% fenolu
i przeprowadzano ekstrakcje przez 1 godz. Po odwirowaniu faze wodng wytrgcano
etanolem. Osad zawieszano w buforze 0,01 M CH;COONa, 0,01 M MgCl, pH 4,7
i dializowano przez 20 godz. wobec tego samego buforu.

Chromatografia na BD-celulozie

Preparaty aminoacyl-tRNA mitochondrialnego i cytozolowego (ok. 40 j.Egg) na-
noszono na kolumny o wymiarach 0,9 X 15 em wypelnione BD-celulozg i zré6wnowa-
zone buforem octanowym. Elucje prowadzono gradientem ciggtym NaCl 0,3—0,9 M
w 50 mM CH;COONa, 10 mM MgCl, pH 4,5 mg metody Gillama (11). Zbierano
frakcje 3 ml. W kohcowym etapie kolumng przemywano alkoholowym roztworem
1 M NacCl.

Chromatografia w odwréconej fazie (RPCy

Rozdzial w systemie RPC; przeprowadzono wg metody Weissa i Kelmersa
(24). Voltalef-Adogen (15) zawieszano w buforze 0,01 M CH;COONa, 0,01 M
MgCl, pH 4,7 i przygotowywano kolumny o wymiarach 0,9 X 30 cm. Po przemyciu
buforem octanowym zawierajgcym 1,5 M NaCl w celu usuniecia zanieczyszczen
kolumny réwnowazono buforem startowym. Prébki aminoacyl-tRNA w iloSci 20—40
j.Egqp nanoszono na kolumny i eluowano linearnym gradientem NaCl 0,3—0,9 M
w 0,01 M CH;COONa, 0,01 M MgCl, pH 4,7.
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Pomiar radioaktywno§ci
Radioaktywno§¢ mierzono w liczniku scyntylacyjnym firmy Intertechnique

SL-30 z krazkéw bibuly wg metody Rubina (23). Prébka zawierata 20 mg PPO,
0,5 mg POPOP w 5 ml toluenu.

WYNIKI BADAN

Preparaty 1*C-fenyloalanylo-tRNA mitochondrialne i cytozolowe roz-
dzielane na kolumnach z BD-celulozy réznily sie miedzy soba (ryc. 1).
Krzywa absorpcji przy 260 nm wykazuje obecnos¢ jednej frakeji eluujg-
cej niskimi stezeniami NaCl w tRNA mitochondrialnym. W tRNA cy-
tozolowym oproécz tej frakeji wystepuje szereg frakeji przy stezeniu 0,5—
—0,8 M. W obydwu analizowanych preparatach wykazywano obecnosé
niewielkich ilosci tRNA wymywanych z kolumny 1M NaCl z dodatkiem
etanolu.

Zasadnicze réznice dotyczg ilosci szezytow radioaktywnych w chroma-
togramach tRNA mitochondrialnego i cytozolowego. W tRNA mitochon-
drialnym wystepujg 2, a w tRNA cytozolowym 3 wyrazne radioaktywne
frakeje, przy czym w obydwu preparatach znaczna ilos¢ radioaktywnosci
skupiona byla we frakcji wymywanej wysokim stezeniem NaCl. Podobne
réznice wykazywaty preparaty tRNA mitochondrialnego i cytozolowego
podczas chromatografii w odwréconej fazie (ryc. 2).

W tRNA mitochondrialnym wystepowaly 2 gtéwne frakcje radioaktyw-
ne i 3 w tRNA cytozolowym. W obydwu analizowanych preparatach obok
gtownych frakcji charakteryzujgcych sie wysokg aktywnoscia wystepo-
waly w roznych punktach chromatograméw niewielkie wzrosty radio-
aktywnosci, ktore mogg byé¢ traktowane jako wahania tla. Dla ustalenia
relacji miedzy izoakceptorowymi fenyloalanylo-tRNA obecnymi w cyto-
zolu i mitochondriach moézgowych przeprowadzano analize rozdzialu po-
laczonych preparatéow tRNA. Preparat mitochondrialny amihoacylowano
3H-fenyloalaning, a cytozolowy #C-fenyloalaning w obecnosci subcelular-
nie homologicznych aminoacyl-tRNA syntetaz. Polgczone preparaty roz-
dzielano w systemie RPC; (ryc. 3). Jak wynika z ryc. 3, w obrazie chroma-
tograficznym wystepuja 2 szczyty radioaktywnosci *H-fenyloalaniny i 3
szezyty 1C-fenyloalaniny. Dwom szczytom mitochondrialnego fenyloala-
nylo-tRNA odpowiadaja dwa szczyty w preparacie cytozolowym. Dodatko-
wy trzeci szczyt radioaktywnosci fenyloalanylo-tRNA cytozolowego nie
posiada swego odpowiednika w preparacie mitochondrialnym.

DYSKUSJA

Obecno$¢ hipermodyfikowanego nukleotydu (zasada Y) pozwala na
réznicowanie fenyloalanylo-tRNA (22). Z dotychczasowych informacji wy-
nika, Ze organizmy prokariotyczne oraz organelle eukariotéw nie posia-

14 Annales, sectio D, t. XXXII
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Ryc. 1. Rozdziat chromatograficzny kwaséw nukleinowych w systemie RPC;; a —
tRNA mitochondrialny, b — tRNA cytozolowy, 1 — absorpcja przy 260 nm, 2 —
aktywno$é¢ w cpm
Chromatographic separation of ribonucleic acids in RPCy system; a — mitochondrial
tRNA, b — cytoplasmic tRNA, 1 — extinction at 260 nm, 2 — activity in cpm

dajg tRNAFe" zawierajgcego zasade Y (10). Ten typ tRNA¥e" jest charak-
terystyczny dla cytozolu organizméw eukariotycznych. Jednakze w bada-
niach nad Drosophila melanogaster (25) nie stwierdzono obecnosci tRNAFen

wigzanych silnie na kolumnie z BD-celulozy.
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Ryec. 2. Rozdzial chromatograficzny kwaséw nukleinowych na kolumnach z BD-ce-
lulozy; a — tRNA mitochondrialny, b — tRNA cytozolowy, 1 — absorpcja przy

260 nm, 2 — aktywnos$é w cpm
Chromatographic separation of ribonucleic acids on BD-cellulose; a — mitochondrial
tRNA, b — cytoplasmic tRNA, 1 — extinction at 260 nm, 2 — activity in cpm

* W naszych doswiadczeniach z rozdzielaniem fenyloalanylo-tRNA na ko-
lumnach z BD-celulozg w preparatach tRNA izolowanych z mitochondriéw
moézgowych réwniez nie stwierdziliSmy obecno$ci frakeji wymywajgcych
si¢ wyzszymi stezeniami NaCl, w przeciwienstwie do preparatow tRNA
pochodzenia cytozolowego. Natomiast w obydwu preparatach otrzymy-
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mitochondrialnych i cytozolowych mézgu (3) oraz rozne ilosci izoakcepto-
rowych glutamyl-tRNA w cytozolu i mitochondriach (5) lacznie z wyni-
kami obecnej pracy pozwalajg sugerowa¢ mniejsze zréznicowanic ukladu
mitochondrialnego w poréwnaniu z cytozolem w tkance moézgowej.
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