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Inkorporacja aminckwaséw do mitechondriéw mézgowych in vitro
Briaouenue aMMHOKNHCIOT B GenKy MMTOXOHIADPHMA MOS3ra in vitro

The Incorporation of Amino Acids into Brain Mitochondrial Proteins in vitro

W naszych dotychczasowych badaniach nad charakterystyka mitochondrial-
nych kwaséw nukleinowych (3, 4), stwierdzono miedzy innymi, ze mitochondria
moézgowe charakteryzuja sie duzg zawartoscig tRNA i aktywnoscig aminoacylo-tRNA
syntetaz (5). Wykazano réznice w ilosci izoakceptoro“’ych glutamylo-tRNA miedzy
ukladem cytozolowym a mitochondrialnym moézgu (5). Fakt ten moze sugerowaé
réznice w przebiegu cytozolowej i wewngtrzmitochondrialnej biosyntezy biatka w
tkance mozgowej.

Obecnie istnieje wiele danych wskazujgcych na rézinice miedzy wewngtirzmito-
chondrialng a cytozolowg biosyntezg biatka, zarowno w tkankach roslinnych, jak
i zwierzecych (11, 16, 30, 32, 40, 41). Dotycza one miedzy innymi efektu dzialania
takich inhibitoréw, jak chloramfenikol i cykloheksimid (2, 10, 16, 23, 25, 26, 31,
32, 33/ 37). Natomiast wyniki dotyczace dzialania innych inhibitoréw, otrzymane
w pracach rézinych autoréw sg niejednakowe (13, 14, 17, 26, 30, 66).

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad efektem dziala-
nia kilku inhibitoréw na inkorporacje aminckwaséw do biatek mito-
chondrialnych mézgu wolu w warunkach in vitro.

MATERIAL 1 METODY

Doswiadczenia prowadzono na s$wiezych moézgach wotowych. Do badan uzy-
wano glownie kore moézgowa, ktérag oddzielano od pozostalych elementéw anato-
micznych. Sporzadzano 10% homogenat kory mézgowej w roztworze 0,3 M manni-
tolu w buforze 0,01 M Tris-HCl o pH 7,2 z dodatkiem 0,5 mM wersenianu dwuso-
dowego i 4 ug;ml PVS. Z homogenatu moézgu izolowano mitochondria metodg
Clarka i Nicklasa (12). Wszystkie czynnosci wykonywano w temp, 0—4°C,
z uzyciem szkla i odczynnikéw sterylnych.
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Inkubacja mitochondridw z radioakiywnym
aminokwasem

Podstawowa mieszanina inkubacyjna zawieraia: 0,3 M mannito!, bufor 20 mM
Tris-HC! o pH 7,4, 10 mM octan magneziy, 40 mM NaCi, 100 mM KCl, 10 mM
WLoHPO, 10 mM bursztynian potasu, 6 mM 2-merkaptoetanol, 2 mM ADP, 1-1,5 mg
biatka mitochondrialnego oraz 0,5 uC/ml radiocaktywnego aminokwasu. Ponadto
w skiad mieszaniny inkubacyjnej wchodzila mieszanina wszystkich aminokwasow
(z wyjatkiem znakowanego), o skladzie podanym przez Roodyna (40). Objetosé
koacowa mieszaniny inkubacyjnej wynosita 1 ml. Czas inkubacji 20 min. w temp.
37°C.

Inkubacje prowadzono w obecnosci rézinych inhibitoréw. Stosowano nastepu-
jace steZenia: cykloheksimid — 100 ug/ml, emetyna — 500 ug/ml, puromycyna —
100 ug/ml, bromek etydyny — 10 ug/ml, chloramfenikol — 100 ug/ml. Préba kon-
trolua nie zawierala inhibitora. Czas inkubacji 20 min. w temp. 37°C.

Po inkubacji mieszanine sprowadzano do temp. 0°C i bialko precypitowano
réwng objetoscig 10% TCA z dodatkiem 10 mM nieznakowanego aminokwasu. Po
15 min. biatka oddzielano na drodze wirowania i przemywano kilkakrotnie zimnym
8% TCA, zgodnie z metodami wczes$niej opisanymi (32, 37)

Sonikacja mitochondriéw

Homogenng zawiesing mitochondriéw w podstawowej mieszaninie inkubacyj-
nej, ale nie zawierajgcej w swoim skladzie bursztynianu potasu i ADP, dezintegro-
wano w sonikatorze produkeji MSE, przy maksymalnej amplitudzie w czasie 30 sek.
w temp. 0°C. Do ukladu inkubacyjnego zawierajacego mitochondria dezintegrowa-
ne stosowano dodatek 2 mM ATP zamiast bursztynianu i ADP,

Oznaczanie radioaktywnosci w biatku mitochondrialnym

Wysuszony osad bialka rozpuszczano w 1 ml 1 N NaOH z dodatkiem 0,1 m!
10% Tritonu X-100 i 10 mM nieznakowanego aminokwasu i pozostawiano na czas
1 godz. w temp. 0°C. Nastepnie bialko precypitowano podwdéjng objetoscig 10% TCA
i pozostawiano na 15 min. w temp. 0°C. Osad ponownie rozpuszczano w 1 ml
1 N NaOH i oznaczano radioaktywnos$é metodg Braya (8 w liczniku scyntyla-
cyjnym firmy Intertechnique model SL.-200.

Odczynniki

Do badan uzywano nastepujgcych odczynnikdéw specjalnych: aminokwasy, bro-
mek etydyny (ethidium bromide) — Calbiochem AG, Szwajcaria, cykloheksimid,
glikol etylu — Fluka AG, Buchs SG, Szwajcaria; emetyna — Merck, RFN; puro-
mycyna, naftalen, p-dioxan — Serva, RFN; poliwinylu siarczan (PVS) — Sigma
Chemical Co.,, USA; ficoll — Uppsala, Szwecja; PPO (2,5-diphenyloxazol) — Rennal
Wegry; POPOP (1,4,di-2(5-phenylooxazolyl)benzene) — Intertechnique, Francja; !4C
kwas glutaminowy {(aktyw. specyf. 175 nC/umol), #C leucyna (aktyw. specyf.
75 uC/umol), ¥C walina (aktyw. specyf. 125 uC/umol) — UVVVP, Praga, Czechosto-
wacja.
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WYNIKI BADAN

Wstepne doswiadczenia mialy na celu opracowanie optymalnych wa-
runkéw inkubacji in vitro mitochondriéw, pozwalajgeych §ledzi¢ proces
biosyntezy bialka. Srednie wyniki kilku doswiadczen zebrano w tab. 1.

Jak wynika z przedstawionej tabeli, zamiany — bursztynianu na
a-ketoglutaran oraz steZenia jondéw sodu i potasu — powodowaly wyraz-
ne obnizenie inkorporacji znakowanego weglem kwasu glutaminowego.
Nie obserwowano zmian inkorporacji w zaleznosci od osmolarnosci mie-
szaniny inkubacyjnej, pochodzgcej od mannitolu czy od sacharozy. Opty-
malne warunki wbudowywania znakowanego kwasu glutaminowego wig-
23 sie z obecno$cig bursztynianu i cdpowiedniego stosunku jonéw K*/Nat.

Poniewaz kwas glutaminowy w tak ztozonym uktadzie, jakim sg mito-
chondria, moze byé¢ wykorzystany w innych przemianach, poréwnywano
inkorporacje kwasu glutaminowego z inkorporacjg dwoch alifatycznych
aminokwaséw: leucyny i waliny (tab. 2).

Tab. 1. Wplyw skladu mieszaniny inkubacyjne) na inkorporacje ¥C kwasu gluta-
minowego do biaiek mitochondrialnych mézgu wotu
Effect of the incubation medium composition on the incorporation of C glutamic
acid into beef-brain mitochondrial proteins

. " Aktywnosé :
Uklad szCZ.b?j w imp./min./mg prgplﬁ/lmg Inko)r.po-
inkubacyjny oswiad- bialka Jlatea racia
czen (§rednia) (Srednia)
Mieszanina inkubacyjna -

z bursztynianu 11 780 4,9 100
—bursztynian . .
+a-ketoglutaran 6 340 2,1 42,9
—~100 mM K+, 40 mM Na* .
+100 mM Na, 40 mM K 4 386 24 49,0
—sacharoza . - '
+mannitol 6 188 4,9 100

Tab. 2. Inkorporacja radicaktywnych aminokwasdéw do bialek mitochondrialnych
mbzgu wolu
The incorporation of isotopically labelled amino acids into beef-brain mitochondrial

proteins
. . . .
LR ackiiad wimprmnme  PRmE PR
czen bialka © ($rednia)
uC kwas glutaminowy 11 570-—888 4,2--5,6 4,9
4C leucyna 6 1370—1964 10,9—15,6 13,3
3H leucyna -4 1000—1370 8,9—12,2 10,6

1C walina 3 370—528 2,6—3,8 3,2
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Okazalo sie, ze leucyna inkorporuje sie 2-, 3-krotnie intensywniej
anizeli kwas glutaminowy. Walina natomiast podlegata stabszej inkorpo-
racji anizeli kwas glutaminowy.

Zasadniczym celem badan bylo ustalenie, ktére ze znanych inhibito-
row hamujy wewnatrzmitochondrialng biosynteze bialka w badanym
ukladzie. Majgc na celu uwzglednienie penetracji inhibitoréw do wne-
trza mitochondriéw, doswiadczenia prowadzono na nienaruszonych mi-
tochondriach oraz dezintegrowanych ultradzwiekami.

Otrzymane wyniki, dotyczace wplywu stosowanych inhibitoréw na
inkorporacje kwasu glutaminowego do biatek mitochondrialnych mézgu
wolu, przedstawiono na ryc. 1 Okazuje sie, ze wystepuja pewne roz-

Ryc. 1. Wplyw inhibitoré4w na inkorpo-
racje MC kwasu glutaminowego do bia-
tek mitochondrialnych mézgu wolu; A
- mitochondria nienaruszone, B —
B * mitochondria dezinlegrowane ultra-

A diwiekami; 1 ~ mitochondria bez in-
hibitora (kontrola), 2 — mitochondria
(m.)+ecykloheksimid, 3 — m.+emetyna,
4 — m.+puromycyna, 5 — m.+chlo-
ramfenikol, 6 — m.-+bromek etydyny
Effect of the protein synthesis inhibi-
tors on the incorporation of ¥C glut-
amic acid into beef-brain mitochond-
%l rial proteins; A — intact mitochondria,
B — sonicated mitochondria; 1 — mi-

56 tochondria without inhibitors (control),
2 — mitochondria (m.)-+cycloheximide,
3 — m.+temetine, 4 — m.+puromycin,
5 — m.-Fchloramphenicol, 6§ — m.+

+ethidium bromide

SN WSNOOINDOS

Akltywnosc specyticzna

imp/min.x 10%/mg  biatka

AN

N LT T

-

nice w hamowaniu procesu w obu typach mitochondriéow. W ukladzie
mitochondridow dezintegrowanych ultradzwiekami obserwowano obnize-
nie inkorporacji kwasu glutaminowego o 30%. Cykloheksimid, typowy
inhibitor cytoplazmatycznego procesu biosyntezy bialka, nie wywierat
wplywu hamujgcego. Emetyna w niewielkim stopniu, bo tylko o 11,8%,
hamowatla biosynteze -w mitochondriach nienaruszonych. Natomiast wy-
wierala znaczny wplyw hamujacy w ukladzie mitochondriéw dezintegro-
wanych i obnizala inkorporacje o 42%. Puromycyna, chloramfenikol
i bromek etydyny powodowaly znaczne zahamowanie wewnatrzmitochon-
drialnej biosyntezy bialka w obu typach preparatéw mitochondrialnych.
Chloramfenikol nie wykazywal wiekszych réinic w hamowaniu procesu
w obu omawianych ukladach. Puromycyna i bromek etydyny okazaly
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sie¢ bardziej efektywne w ukladzie mitochondriow nienaruszonych. Prze-
badano réwniez wplyw inhibitoréw na wbudowywanie *H leucyny i 14C
waliny. Otrzymane wyniki zestawiono w tab. 3.

Podobnie jak w doswiadczeniach z kwasem glutaminowym, cyklo-
heksimid nie mial wplywu hamujacego. Emetyna nicwiele oknizala in-
korporacje *H leucyny o 11,8%, a 1C waliny o 18,7%. Pozostale inhibi-
tory dzialaly analogicznie jak w obecnos$ci kwasu glutaminowego.

Tab. 3. Wplyw inhibitorow na inkorporacj¢ kwasu glulaminowego, leucyny i wa-
liny do biatek mitochondrialnych mézgu wotu
Effect of the protein synthesis inhibitors on the incorporation of glutamic acid,
leucine and valine into beecf-brain mitochondrial proteins

1C kwas

3 . 14 21ins
glutaminowy H lcucyna C walina
Uktad o e w0
. £ b £ & £ &
ihkubacyjny T @ & E 5 & 3 2
E3  Efe 2 £8. 2 E8a
Mieszanina
inkubacyjna
(podstawowa) 51 100 10,8 100 3,2 ico
+cykloheksimid 3,2 102 10,7 101 3,2 140
+emetyna 45 88,2 94 88,7 2,6 81,3
+puremycyna 0,7 13,7 2,9 27,4 0,5 15,6
+ chloramfenikol 1,8 35,3 4,3 45,3 1,7 531
+bromek ctydyny 0,6 1,3 1.8 16.9 0,5 15,6
DYSKUSJA

W nimejszych badaniach mitochondria ofrzymane z mdzgu wolu wy-
kazywalty cechy ukladu metabolicznie aktywnego, o czym S$wiadczyly
kontrola oddechowa i wspolczynnik P/O. Posiadaly rowniez zdolnos¢ whu-
dowywania "C kwasu glutaminowego do bialek. Okazalo sie, ze dla uzy-
skania inkorporacji kwasu glutaminowego niezbedny jest dodatek do
mieszaniny inkubacyjnej bursztynianu. W obecnosci a-ketoglutaranu ob-
serwowano wyrazne zahamovwsanie tego procesu. Fakt ten stoi w sprzecz-
nosci z wynikami innych autoréow (9, 36), ktéorzy najlepsze wyniki inkor-
poracji uzyskali wobec u-ketoglutaranu. Przyczyne tych rozbiezno$ci moz-
na upatrywaé¢ w tym, ze kwas glutaminowy moze w obecnosci a-ketoglu-
taranu podlega¢ procesowi transaminacji. Proces ten moze interfercwac
w wykorzystaniu kwasu glutaminowego do biosyntezy bialka. Natomiast
w pracach wyzej cytewanych autoréw uzywano aminokwasow, ktére, by¢
moze, w mniejszym stopniu podlegaly procesowi transaminacji.
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Istotny wplyw na wielko$¢ inkorporacji C kwasu glutaminowego
nilala obecno$é kationow jednowartosciowych. Nasze obserwacje, doty-
czace stymuiujqcego dzialania jonow potasu, sg zgodne z badaniami in-
nych autoréw (9, 24, 36).

Majac na uwadze szerckie mozliwosci metaboliczne kwasu glutamino-
wego, starano sie uzyska¢ pewne informacje co do niskiej inkorporacji
tego aminokwasu do bialek mitochondrialnych, przez poréwnanie inkor-
poracji innych aminokwaséw. Okazalo sie, ze walina inkorporowala sie
slabiej niz kwas glutaminowy, natomiast leucyna byla wbudowana in-
tensywniej. Srednia wartos¢ inkorporacji leucyny wynosita 10-—13 pmoli
na 1 mg biatka i byla to wartosé zgodna z wynikami innych autoréw
(9, 20, 36). Fakt ten moze by¢ dodatkowym argumentem potwierdzaja-
cym dobér wlasciwego $rodowiska inkubacji dla badania wewnatrzmito-
chondrialnej biosyntezy bialka.

Jak wynika z przegladu badan innych autoréw, istnieja wyrazne roz-
nice miedzy pogladami na temat inhibitorowego dzialania chloramfeni-
kolu i cykloheksimidu na wewnatrzmitochondrialng biosynteze biatka (1,
15, 20, 22, 29). Nasze badania wykazaly, ze ta biosynteza w mozgu jest
wrazliwa na dzialanie chloramfenikolu i nie hamuje jej cykloheksimid.
Kontrowersyjne wyniki, otrzymane przez réznych autoréw, sa spowodo-
wane niejednakowym stopniem czystosci uzywanych do doswiadczen pre-
paratéw mitochondrialnych (7, 22, 24). Jezeli mitochondria zanieczyszcza
uklad cytozolowy, wtedy biosynteza bialka hamowana jest cykloheksimi-
dem, a nie chloramfenikolem.

Zastosowany kolejny inhibitor biosyntezy biatka, emetyna, wykazy-
wal dzialanie hamujgce, zalezne od penetracji do wnetrza mitochon-
dridow. Ograniczajace dzialanie blony mitochondrialnej na efekt emetyny
w procesie biosyntezy biatka wykazali tez-inni autorzy w badaniach prze-
prowadzonych na mitochondriach watroby (17, 26). Mimo stosowania wy-
sokich stezen emetyny, efekt hamowania biosyntezy bialtka w mitochon-
driach moézgowych by! nizszy anizeli otrzymany przez innych autorow
w mitochondriach watrobowych (10, 17, 26) czy w mitochondriach droz-
dzowych (26).

W doswiadczeniach z inhibitorem transkrypcji -— bromkiem etydyny,
hamowanie wewnatrzmitochondrialnej biosyntezy biatka wystepowalo w
znacznym stopniu. W preparatach dezintegrowanych mitochondriéw bylo
wyrazne, lecz mniejsze niz w mitechondriach nienaruszonych. Wedlug
Kisselewa i wsp. (29) mitochondria watroby szczura dezintegrowa-
ne Tritonem X-100 nie wykazywaly obnizonej inkorporacji znakowane-
go aminokwasu w pordwnaniu z mitochondriami nienaruszonymi. Oka-
zuje sie, ze inhibitor ten hamuje nie tylko mitochondrialng transkrypcje
(35, 42), lecz réwniez i proces translacji (21), moze tez interferowac
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z tRNA (34). Badania Rogersa 1 Kiintzela (39) oraz Gatti
i wsp. (19) wykazaly mozliwo$¢ wigzania inhibitora ze strulturami zlo-
kalizowanymi w blonie mitochondrialnej. Obnizenie dzialania inhibitoro-
wego bromku etydyny w ukladzie mitochondriéow dezintegrowanych ul-
tradzwiekami stanowily rowniez argument dla koncepeji proponowanej
przez wyzej wymienionych autoréw.

Dzialanie puromycyny na inkorporacje aminokwasow do bialek mito-
chondrialnych zostalo jednoczesnie ustalone (28, 30, 36, 37, 47) i wyka-
zano w ten sposéb istnienie analogii miedzy cytozolowg a mitochon-
drialng biosynteza bialka (14, 16, 27, 38). W naszych doswiadczeniach
uzyskano zahamowanie inkorporacji wszystkich trzech badanych amino-
kwaséw do bialek mitochondrialnych maézgu wotu w obecnosci puromy-
cyny. Poczynione w niniejszeéj pracy obserwacje postuza do dalszych ba-
dan nad biosyntezg biatka w mitochondriach synaptycznych i zlokalizo-
wanych w perikarionie.
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PE3IOME

Brmwouenne M¥C-riyTaMiHOBOI KMCIOTHI B 0€/JKM MMTOXOHAPHMI M30JIMPOBAaHHBIX
M3 KOpbl MO3ra BOJIa, MMCIOUIMX B CBOEM cOCTaBe SHTapHyl Kuciaotry u K+/Nat B or-
HOWIEeHUHM 5:2, IPOMCXOIUT B KonuuyecTre 5 nmMoay Ha 1 Mr Genka.

Ju3un BKAOUaeTcA B 2—3 pa3sa MHTEHCHBHee B OENKI MUTOXOHAPUM MO3ra, HeM
riiyraMuioras Kucaora. Hauboaee ciabo BKJwuaerca B 3t OeaKM BaJaMH.

IfuknorexcuMn He IIPOABNAET HMUKAKOr0 TOPMOMXEHMA HAa BHYTPUMMUTOXOH-
Apaaeublt O1ocunTe3 Geaka. B omplTax ¢ sMeTunom nabmonacrca GOAbLIOi acpdekT
TOPMOJKEHMA B lIpenapatax MMTOXOHAPUM Ne3UHTErPMPOBAHHBIX YAbTPa3lByKaMu.
XaopaM)eHMKOJ CHUIKAeT BKIKUYEHMe aMMHOKHCHoT B 60—T0% ne3zaBuMCHMO OT Ccre-
IICHIT MOBPCKACHMUA MOP(OJIOTUYECKON CTPYKTYphl MuTOXOHAPMMU. Ilypomuunu u Gpo-
MMJ, 9THMAMHA JelcTByer 6oJiee MHTEHCUBHO M CHMUmaeT B 80—90% BHYTPUMMMTOXOH-
IpHMadbHbI OMocunTes Gelka.
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SUMMARY

Isotopically labelled glutamic acid, leucine and valine were incorporated into
beef-brain mitochondrial proteins in a system containing succinate and Nat/K+
ratio = 5/2.

The highest extent of incorporation was found for leucine, for glutamic acid the
extent of incorporation was 2--3 times lower, for valine it was the lowest.

The incorporation was diminished by some protein synthesis inhibitors: by
puromycin and ethidium bromide in 80—90%, chloramphenicol in 60—70%, emetine
in 10—20%, cycloheximide was without effect.






