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Inkorporacja znakowanych aminokwaséw do subcelularnych struktur
moézgu krolika
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The Incorporation of Labelled Amino Acids into the Subcellular Fractions of the
Rabbit Brain '

Reakcja aktywacji aminokwasow i1 wigzania ich ze specyficznymi nosnikowymi
RNA moze stanowi¢ jedna z kluczowych pozycji regulacyjnych biosyntezy bialka
w moézgu. Wyniki poprzednich prac wykonywanych w naszym laboratorium wy-
kazaly, ze moézg odznacza sie szczegdlnie wysokg aktywnoscig glutamyl-tRNA syn-
tetazy, zlokalizowanej zaréwno w cytosolu, jak i w mitochondriach (3, 4, 6, 9).
Wydawatlo si¢ zatem interesujgce poréwnanie wynikéw badan in vitro z procesami
przebiegajacymi in vivo.

W niniejszej pracy przeprowadzono wiec okreslenie stopnia wbudo-
wania kwasu glutaminowego i leucyny do bialek struktur subkomor-
kowych w réinym czasie po dokomorowym wprowadzeniu znakowanych
aminokwaséw. Ponadto przez izolowanie kwaséw nukleinowych z po-
szczegolnych frakcji subkomérkowych i oznaczenie ich radioaktywnosci
prébowano wykaza¢ obecnosé radicaktywnego aminoacyl-tRNA.

MATERIAL I METODY BADAN - .

Dojrzalym krélikom w stanie narkozy podawano bezposrednio do czwartej ko-
mory radioaktywny aminokwas w ilosci 50 uCi na jedno zwierze dos$wiadczalne.
Nastepnie zwierzeta zabijano po uplywie 3, 6 lub 13 godzin, wypreparowywano
mbzg, z ktorego przygotowywano 10% homogenat sacharozy.
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Otrzymywanie struktur subkomérkowych

W celu otrzymania struktur subkomoérkowych przeprowadzono réznicowe wi-
rowanie homogenatu w 0,44 M roztworze sacharozy. Metoda ta pozwolila otrzyma¢
pie¢ frakcji subkomérkowych, a mianowicie frakcj¢ jadrowa, mitochondrialng, mie-
linowg, mikrosomalng i cytosolowa (5). Dodatkowemu oczyszczaniu poddano frak-
cje jadrowa poprzez wirowanie w 1,5 M roztworze sacharozy (5) oraz frakcje mito-
chondrialng poprzez wirowanie w gradiencie ficollu (10).

SCHEMAT OTRZYMYWANIA STRUKTUR SUBCELIjLARNYCH Z TKANKI MOZGU

10% homogenat tkanki w 0,44 M sacharozie w 0,01 M buforze Tris-HC!l o pH 17,2
z dodatkiem 5X10— M EDTA
1 wirowanie 10 min.
2100Xg

! !
4 H
supernatant osad

0,44 M sacharoza

w 0,01 M Tris-HCl1

o pH 7,2 z dodat-
kiem 5X10—* M

EDTA
wirowanie 10 min.
2100Xg
wirowanie 15 min. supernatant |
14500 Xg | osad
| | 1,5 M sacharoza
. S - w 0,01 M Tris-HCl
supernatant osad ’
! (nie oczyszczone 0 IJH 7,2 z dadat-
wirowanie 90 min. mitochondria) kiem 5X10— M
105 000X g ; EDTA
' wirowanie 2 godz.
I | 20 600 Xg
supernatant osad [ i
(frakcja cytoplaz- (frakcja mikro- superx;atant osad
matyczna) somalna) gérna warstwa (frakcja jadrowa)
(frakcja mielino-
N wa)

Ekstrakcja kwaséw nukleinowych

Kazdg z wymienionych struktur dokladnie scharakteryzowano, oznaczajac za-
warto$é kwasow nukleinowych i bialka. W tym celu przeprowadzono ekstrakcje
kwasé6w nukleinowych nie zobojetnionym fenolem (22). Nastepnie po straceniu eta-
nolem bialek i kwaséw nukleinowych, w fazie wodnej i fenolowej oznaczano ilos-



Inkorporacja znakowanych aminokwasow... 209

ciowo zawarto$é kwasu rybonukleinowego metoda orcynolowg (17) oraz zawartos$é
kwasu dezoksyrybonukleinowego metodg Burtona (7), a zawartos¢ biatka me-
todg Lowry (16).

Oznaczanie radioaktywnosci

Tak scharakteryzowane struktury subkomérkowe moézgu kroélika byly przed-
miotem badan izotopowych. Oznaczono radioaktywnos$é bialek (19) oraz kwasow
nukleinowych (12) poszczegdlnych frakcji.

Frakcjonowanie kwasow nukleinowych

Nastegpnie przystapiono do poszukiwania metabolitu posredniego w biosyntezie
biatka, jakim jest aminoacyl-tRNA. W itym celu kwasy nukleinowe rozdzielano na
zelu poliakrylamidowym (18). Pasma lokalizacji tRNA eluowano i oznaczano ra-
dioaktywno$¢ (12). Przeprowadzono takze rozdzial kwaséw nukleinowych na kolum-
nie z metylowang albuming wedlug Suoeki i Chonga (23). Poszczegdlne frak-
cje eluowano roztworem chlorku sodu w gradiencie skokowym od 0,4 do 0,8 M,
W koncowej fazie kolumne przemywano 1,5 M roztworem NaCl z dodatkiem amo-
niaku. Poszczegdlne frakcje strgcano podwédjng objetoécia 96% etanolu. Po oddzie-
leniu kwas6éw nukleinowych od etanolu oznaczano radicaktywnodé (12).

.

WYNIKI BADAN

Pierwsza seria badan dotyczyla charakterystyki frakeji subkomérko-
wych moézgu. Charakterystyke te oparto o iloSciowe oznaczanie zawar-
tosci RNA, DNA 1 bialka w poszezegolnych strukturach komoérki. W tab. 1
umieszczono wyniki zbiorcze dla 5 frakeji subkomoérkowych. Jak wy-
nika z przedstawionych wartosci, we frakcji jadrowej dominuje kwas
dezoksyrybonukleinowy, ktdérego zawartos¢ wynosi 115,2 png P-DNA,
a kwas rybonukleinowy wystepuje w ilosci 59,4 ug P-RNA na 1 g Swie-

Tab. 1. Zawarto$¢ RNA, DNA i bialka we frakcjach subcelularnych mozgu krélika
(wartosci Srednie na 1 g sSwiezej tkanki)
The contents of RNA, DNA and protein in the subcellular fractions of the rabbit
brain (mean values/g wet tissue)

Frakcje P-RNA P-DNA Bialko

e ms
Jadra 59,4 115,2 22,6
Mito-

chondria 26,9 1,07 18,1
Mielina 41,6 39,6 65,2
Mikrosomy 64,0 0 13,2
Cytosol 33,9 0 22,3

M Annales, sectio D, t. XXXV
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zej tkanki. Mitochondria zawieraja zaledwie 1,07 ug P-DNA oraz 26,9 pg
P-RNA. Frakcje mikrosomalna i cytosolowa nie zawieraja kwasu dezo-
ksyrybonukleinowego. Najwigksza iloé¢ RNA, przypadajgca na 1 g tkan-
ki, wystepuje we frakcji mikrosomalnej i wynosi 64 ug P-RNA, W bial-
kach poszczegélnych frakcji subkomorkowych oznaczono radioaktywnosé
i uzyskane wartosci wyrazono w ilosci impulsow na minute na mg bialtka.

Na ryc. 1 przedstawiono graficznie aktywnosci wlasciwe bialek roz-
nych frakeji po inkorporacji 4C kwasu glutaminowego. Mozna stwier-
dzi¢, ze w eksperymentach 3-godzinnych nie bylo wyraznych réinic w
aktywnosciach wlasciwych bialek, z wyjatkiem bialek frakecji cytoso-
lowej. Po 6 godz. inkorporacji znakowanego aminckwasu jedynie wartosc
aktywnoS$ci bialek frakcji mitochondrialnej byla wyraznie nizsza od po-
zostalych. Najwyrazniejsze roznice wystepowaly w do$wiadczeniach 13-
-godzinnych. Bialka frakcji mikrosomalnej posiadaly najwyzszg aktyw-
no$¢ wlasciwag, nizszg biatka frakcji mitochondrialnej i kolejno nizszg bial-
ka frakeji cytosolowej i jadrowej, a najnizszq biatka frakeji mielinowej.
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Ryc. 1. Wplyw czasu na inkorporacje MC kwasu glutaminowego do bialek rézinych
frakeji subcelularnych moézgu krélika

The influence of time on the incorporation of 4C glutamic acid into the proteins of
the rabbit brain subcellular fractions

W badaniach nad inkorporacjg radioaktywnych aminokwaséw do bia-
lek struktur subkomoérkowych zastosowano réwniez 14C leucyne. Aktyw-
no$¢ wilasciwa bialek po 13 godz. inkorporacji okazala sie identyczna
z wartosciami otrzymanymi w do$wiadczeniu z #C kwasem glutamino-
wym, z wyjatkiem biatek frakcji mielinowej i cytosolowej, ktorych ak-
tywnoseci wlasciwe byly znacznie wyzsze (tab. 2).

Mimo ze w wyniku ekstrakeji fenolowej calos¢ biatek znajdowala sig
w fazie fenolowej, przeprowadzono kontrolne pomiary radioaktywnosci
fazy wodnej zawierajacej gléwnie kwasy nukleinowe. Okazalo sig, ze
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Tab. 2. Radioaktywno$¢ bialek frakcji subcelularnych moézgu krélika w 13 godz.
po iniekecji ¥C leucyny i ¥C kwasu glutaminowego
Radioactivity of the proteins of the rabbit brain subceilular fractions after 13 hours
following injection of 1C leucine and H¥C glutamic acid

Imp./min./mg biatka

Amino- ” K
kwas s mito- A mikro-
jadra chondria mielina somy cytosol

uc

leucyna 318,0 480,2 552,6 888,6 886,5
UC kwas

gluta-

minowy 318,0 480,2 172,0 712,0 408,0

niezaleznie od czasu inkorporacji znakowanych aminokwasow, fazy wod-
ne wszystkich badanych frakcji subkomoérkowych wykazuja pewng ra-
diocaktywnos$¢. Nasunelo sie przypuszczenie, ze moze ona pochodzi¢ badz
z tRNA, ktéry ulegt aminoacylacji, a wiec zwiazal C kwas glutaminowy
Iub #C leucyne, albo sa to slady radicaktywnego bialka zwigzanego z RNA.
Aby to wyjasni¢, przeprowadzono rozdzial kwaséw nukleinowych na zelu
poliakrylamidowym. Analizie poddano przede wszystkim kwasy nuklei-
nowe frakcji cytosolowej i mitochondrialnej ze wzgledu na obecnosé
w tych frakcjach duzych ilosci tRNA. Pasma lokalizacji tRNA wyeluo-
wano i oznaczono w nich radioaktywnos¢. Poniewaz w badanych probach
nie stwierdzono zadnych impulséw, przeprowadzono dodatkowo rozdzial
kwasdéw nukleinowych na kolumnie z metylowana albuming. Metoda ta
w poréwnaniu z rozdzialem na zelu poliakrylamidowym pozwolila roz-
dzieli¢ znacznie wigksze ilosci kwaséw nukleinowych, a tym samym
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Rye. 2. Chromatografia kwaséw nukleinowych frakeji mitochondrialnej na kolumnie
z metylowang albuming, 1 — absorpacja 260 nm, 2 — radioaktywnos$é
Chromatography of nucleic acids of mitochondrial fractions on the methylated
albumin column, 1 — absorption 260 nm, 2 — radioactivity
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zwigkszala sie mozliwos¢ uchwycenia radioaktywnosci w aminoacyl-
-tRNA. Wyniki rozdzialu kwaséw nukleinowych na kolumnie przedsta-
wiono na rye. 2 1 3.

Jak wida¢ na ryc. 2 frakcja mitochondrialna zawierala do$¢ znaczng
ilosé¢ RNA eluujacego sie 0,4 M roztworem NaCl, bardzo malg ilos¢ DNA,
ponadto wystepowal RNA eluujacy sie 1,5 M roztworem NaCl z dodat-
kiem amoniaku. Natomiast frakcja cytosolowa zawierala duzg ilos¢ RNA
eluujacego sie 0,4 M roztworem NaCl oraz niewiele RNA wyplywaja-
cego z kolumny przy 1,5 M stezeniu NaCl z dodatkiem amoniaku (ryc. 3).

We wszystkich frakcjach wykonano pomiary radioaktywnosci. Oka-
zalo sie, ze radioaktywnos¢ wystepuje jedynie we frakcji eluujacej sie
1,5 M roztworem NaCl. Natomiast frakcja zawierajgca tRNA nie wyka-
zywala zadnej radioaktywnosci.
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Ryc. 3. Chromatografia kwaséw nukleinowych frakcji cytosolowej na kolumnie
z metylowana albuming, objasnienia patrz ryc. 2

Chromatography of nucleic acids of the cytoplasmic fractions on the methylated
. albumin column, for explanation see Fig. 2

DYSKUSJA

Badania biosyntezy bialka in vivo napotykaja na duze trudnosci. Naj-
wczesniej 1 najczesciej stosowang metoda jest okreslenie inkorporacji
radioaktywnych aminokwaséw po ich przyzyciowym podaniu. Na pod-
stawie aktywnosci wlasciwej dokonuje sie oceny stanu dynamicznego po-
szczegolnych narzadéw i tkanek. Stosunkowo wysoki wspélczynnik me-
tabolizmu bialkowego wykazano dla tkanki moézgu. W badaniach tych
stwierdzono réznice miedzy okreslonymi obszarami mozgu (1, 13), a tak-
ze miedzy poszczegbélnymi subfrakcjami komoérkowymi (14).

Wiele kontrowersji w ocenie metabolizmu bialek w mézgu wywoluje
interpretacja sposobu przyzyciowego podawania znakowanych aminokwa-
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sow. Najczesciej stosowana jest metoda iniekeji dozylnej, dootrzewnowej
lub dokomorowej. Ostatnio wprowadzono metodsg podskérnej inplantacji
wolno rozpuszczajgcej sie pigulki zawierajgcej 14C tyrozyne (15). Uzy-
skiwano staly aktywnosé specyficzng wolnej tyrozyny w osoczu w ciagu
5 dni. W niniejszej pracy zastosowano metode jednorazowej iniekcji zna-
kowanego aminokwasu do czwartej komory madzgu krélika. W ten spo-
s6b starano sie unikngé wplywu bariery krwio-moézgowej na szybkosc
wbudowywania aminokwaséw do bialek moézgowych. Istniejg wprawdzie
poglady, ze dokomorowe podawanie znakowanego aminokwasu nie przy-
Spiesza procesu jego wbudowywania do biatek. Przykladem tych sugestii
sq badania Berla. (2) Jednak to fakt niezaprzeczalny, ze proces syn-
tezy bialek mozgowych jest Scisle uzaleiniony od dynamicznego trans-
portu aminokwaséw wlaénie przez bariere krwio-moézgows.

W naszych badaniach po wprowadzeniu drogg iniekcji do czwartej
komory 50 uCi kwasu glutaminowego wykazano po 3 godz. radioaktyw-
no$¢ w bialkach wszystkich frakeji subkomérkowych. Najwyzszg radio-
aktywno$¢ posiadaly biatka frakecji cytosolowej. Jest rzecza znamienng,
ze aktywnos¢ wlasciwa bialek frakeji cytosolowej tylko nieznacznie wzra-
stala w czasie przediuzonej inkorporacji nawet do 13 godz., podczas gdy
w innych biatkach obserwowano wyrazny wzrost aktywnosci wiasciwej.
Interpretacja tych spostrzezen jest trudna. Brak szczegb6lnego wzrostu
radioaktywnosci bialek frakeji cytosolowej w przedziale czasu od 3 do
13 godz. moze by¢ traktowany jako optymalne wysycenie wewnatrztkan-
kowej puli wolnych aminckwaséw radioaktywnych kwasem glutamino-
wym.

Wyznaczenie wspdlczynnika metabolizmu bialek moézgu jest uwarun-
kowane w duzym stopniu stezeniem radioaktywnego aminokwasu w og6l-
nej puli wolnych aminokwasdéw. Tymeczasem istnieje duza heterogennoséc
metaboliczna tejze puli (20). Dlatego okres poltrwania poszezegoélnych
biatlek mozgowych, tylko w kontekscie poréwnawczym do wszystkich
bialek, moze by¢ uwazany za wyraz natezenia metabolizmu posredniego.

Wyniki naszych doswiadczenn w sposoéb nie budzacy watpliwosci po-
twierdzajg nierownomierne natezenie metabolizmu biatkowego badanych
frakeji subkomérkowych. Wyrazem tego sg zmieniajace sie w czasie ak-
tywno$ci bialek poszezegodlnych frakeji subkomérkowych. Majgc na uwa-
dze wszelkie zastrzezenia dotyczace sposobu wyrazania metabolizmu bial-
kowego, mozna z duzym prawdopodobienistwem przyja¢, ze szybko wzra-
stajaca, a nastepnie spadajgca w czasie aktywnosé specyficzna okreslonej
frakeji bialkowej jest dowodem na jej intensywny metabolizm posredni.
W naszych badaniach jedynie bialka frakeji mielinowej odpowiadajg tym
kryterium, to znaczy, ze wykazuja maksimum aktywnosci specyficznej
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po 6 godz. Ta frakcja subkomérkowa wykazywala jednak najmniejszy
stopien czystosci i byla wysoce heterogenna.

Obserwowane zatem zjawisko inkorporacji nie moze byé¢ jednoznacz-
nie interpretowane. Bialka pozostalych subfrakcji komérkowych wyka-
zywaly staly i rownomierny wzrost radioaktywnosci w ciggu 13 godz.
trwania do$wiadczenia. Szczegé6lnie regularnie wzrastala aktywnosc spe-
cyficzna bialek mitochondrialnych, osiggajgc po 13 godz. wartoé¢ prze-
wyzszajgca aktywno$c specyficzng bialek frakeji jadrowej, cytosolowej
i mielinowej. Mozna wiec sgdzié¢, ze bialka tej frakcji majg bardzo wy-
dluzony okres poltrwania, ktérego okreslenie wymagaloby znacznie diuz-
szego w czasie eksperymentu. Jak powszechnie wiadomo, jednym z eta-
péw biosyntezy bialka jest tworzenie sie aminoacyl-tRNA i do tego pro-
cesu potrzebne sg aminokwasy. O ile $ledzenie tego etapu w bezkomér-
kowych ukladach biosyntezy biatka nie nastrecza trudnosci, to wykry-
cie aminoacyl-tRNA tworzgcego sie in vivo jest szczegblnie trudne.

Do obecnej chwili znane sg w literaturze nieliczne doniesienia na
temat izolowania powstajgcego in vivo aminoacyl-tRNA (8, 11, 21).

W naszej pracy przeprowadzono réwniez proby izolowania amino-
acyl-tRNA. Ekstrahowane z poszczegdinych frakeji subkomoérkowych wol-
ne kwasy nukleinowe wykazywaly w bezposrednim pomiarze obecnost
radioaktywnosci, co moglo sugerowaé istnienie zwigzanego z tRNA ra-
dicaktywnego aminokwasu. Okazalo sie jednak, ze radioaktywno$é¢ obec-
na w surowej frakcji kwaséw nukleinowych pochodzi od zanieczyszcze-
nia tej frakcji radioaktywnymi bialkami. A zatem w stosowanych meto-
dach postepowania doswiadczalnego nie udalo sie wykaza¢ powstajgcego
niewatpliwie w procesie biosyntezy bialka aminoacyl-tRNA. Prawdopo-
dobnie etap tworzenia sie i rozkladu aminoacyl-tRNA jest tak krotki, ze
w warunkach fizjologicznych, bez zastosowania inhibitoréw, nie mozna
tego stanu uchwycié,
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