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Dynamika fosforylacji histonéw mézgu i watroby kurczat
w trakcie embriogenezy

Aunamuka ¢octopuapoBaHusi TMCTOHOB MO3ra M IeYeHU LBINJIAT BO BpeMs
sMmbprorenesa

Phosphorylation of Liver and Brain Histones during Embryogenesis

Histony sg biatkami, ktérym przypisuje sie centralng role w utrzymywaniu
struktury chromosoméw. Liczne postsyntetyczne modyfikacje, ktéorym ulegaja hi-
stony wywotujg zmiany w strukturze chromatyny i w wielu przypadkach skorelo-
wane sg z procesami transkrypcji i mitozy.

W poprzednich naszych pracach stwierdzono fosforylacje wszystkich frakeji hi-
stoné6w w tkance mézgowej zwierzat dorostych (13) oraz znacznie intensywniejszg
fosforylacje histoné6w w tkankach embrionalnych (14). Celem obecnej naszej pracy
bylo przeS§ledzenie dynamiki wlgczania radioaktywnego fosforanu w trakcie embrio-
genezy do histonéw moézgowych i watrobowych zarodkéw kurzych.

MATERIAL I METODY

Do§wiadczenia przeprowadzano na 5-, 9-, 12-, 15- i 19-dniowych zarodkach
kurzych, ktérym podawano przez komore powietrzna [*2P]JP; po 80 pCi w 0,1 ml
0,9% NaCl. Do jednego eksperymentu uzywano 50 embrionéw. W 4 godz. po podaniu
izotopu embriony dekapitowano oraz preparowano moézgi i watroby. Jadra komoérek
moézgowych i watrobowych uzyskiwano wg uprzednio opisanych metod (13). Prepa-
ratyke przeprowadzano w temp. 0—4°C, Jgdra komérkowe przemywano kilkakrotnie
roztworem 0,14 M NaCl w 0,01 M cytrynianie sodu. Histony ekstrahowano przez
1 godz. 0,4n H,;SO,, a nastepnie precypitowano 5 objetoSciami etanolu i pozostawiano
na 12 godz. w temp. —15°C. Biatka odwirowywano, przemywano zakwaszonym
acetonem i suszono pod pré6zinia. Preparaty bialek poddawano frakcjonowaniu wg
metody Olivera i wsp. (10) i otrzymywano frakcje: Fy, Fg, i Fy;9.. Poréwnawczo,
w eksperymencie wykonanym na 15-dniowych embrionach kurzych, przeprowadzano
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ekstrakcje histonéw catkowitych z jader komérek moézgowych i watrobowych za
pomocy 0,25n HCl, Bialka precypitowano kwasem tr6jchlorooctowym do stezenia
koncowego 20%. Histony frakcjonowano na CM-celulozie, pre-swollen (13). Zawar-
to§¢é biatka w uzyskanych preparatach histonéw oznaczano metodg Lowry (8).
Bialka rozdzielano elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym wg Panyima
i Chalkleya (11) oraz rejestrowano denzytometrycznie przy wuzyciu aparatu
Kippa i Zonena, Radioaktywno$¢ preparatéw mierzono w liczniku scyntylacyjnym
»Intertechnique” w proébkach zawierajacych 100—500 pg biatka naniesionego na
bibute Whatmann nr 3 w scyntylatorze o skladzie: 5 mg PPO, 0,2 mg POPOP, 5 ml
toluenu. Aktywno$é specyficzng preparatéw oznaczano w imp/min/mg bialka.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Dane dotyczace wydajnosci preparatyki przy ekstrakcji histonéw z ja-
der komérkek mézgowych i watrobowych 0,4n H,SO, oraz wbudowywa-
nia [2P] do histonéw calkowitych i frakeji uzyskanych metodg Olivera
zestawiono w tab. 1 i 2.

Tab. 1. Wbudowywanie [32P] do histonéw moézgowych w czasie embriogenezy (frakcje
preparowano wg Olivera i wsp.)
Incorporation of [3?P] into histones of chick embryo brain during embriogenesis
(histone fractions obtained by the method of Oliver et al)

Dni Aktywno$é Radioaktywnos$é
rozwoju mg biatka specyﬁicz- w imp/min/mg biatka
embrio-- 1a 100 g na histo- -
nalnego tkanki noéow ;xj)ader cakllliscfw?vrilty F, Fap Fasen
5 170 2,5 5200 — —_ —
9 120 2,2 985 1000 809 443
12 120 2,7 150 165 100 50
15 80 2,0 120 150 120 26
19 70 0,8 100 108 97 20

Podane wyniki stanowig §rednig z 3 do§wiadczen.

Tab. 2. Wbudowywanie [32P] do histonéw watrobowych w czasie embriogenezy
(frakcje preparowano wg Olivera i wsp.)
Incorporation of [*?P] into histones of chick embryo liver during embriogenesis
(histone fractions obtained by the method of Oliver et al.)

Dni Aktywno$é Radioaktywno§é
1 mg bialka specyficz- w imp/min/mg biatka

rozwoju 00 na histo-

embrio- nﬁ(l k_g 6w:iad hist

nalnego ankl n W;)ga er callii)\(;/rilty Fy Fap Fs49

9 220 2,6 2370 — — —

12 180 1,3 250 515 189 88
15 130 1,3 160 250 190 45
19 110 0,9 90 194 92 31

Podane wyniki stanowig §rednig z 3 do§wiadczen.
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Ryc. 1. Densytometryczny profil rozdziatu elektroforetycznego; a — histon catkowity,
b —Fy, ¢ — Fop, d — Fg+Fy,
Densitometric tracing of electrophoretic separation; a — total histone, b — Fy,
Cc — ng, d — F3+'F2a

Zaroéwmo ilos¢ uzyskanego biatka, jak i intensywno$é¢ fosforylacji za-
lezag od wieku zarodka. Tkanka moézgowa zarodkoéw 5-dniowych zawiera
2,5 raza wiecej bialka histonowego w poréwnaniu z zarodkamj 19-dniowy-
mi, podobnie maleje zawarto$¢ bialek histonowych w tkance watrobowej
miedzy 9 i 19 dniem rozwoju (w przeliczeniu na 100 g swiezej tkanki). Po-
réwnanie przeprowadzonej in vivo inkorporacji [*?P] P; do histonéw cal-
kowitych moézgowych i watrobowych wykazalo, ze najintensywniej fosfo-
ryluja sie histony izolowane z tkanek najmilodszych, 5- i 9-dniowych. W
trakcie rozwoju embrionalnego stwierdza sie znaczny spadek aktywnosci
[32P] w biatkach. Zmniejsza sie réwniez procent wbudowywania radioak-
tywnego fosforanu do histonéw w stosunku do fosforanu wigczanego do
calej frakcji jader komérkowych. W embrionach 5-dniowych aktywnosé
specyficzna histondéw mozgowych stanowila 2,5% aktywnosci znalezionej

Tab. 3. Wbudowywanie [*2P] do frakcji histonéw mézgowych i wagtrobowych (15-dnio-
we embriony kurze) (frakcje uzyskane po rozdziale na CM-celulozie)
Incorporation of [32P] into brain and liver histone fractions of 15-day chicken embryos
(fractions separated on columns of CM-cellulose)

Aktywnos§é
w imp/min/mg biatka

Histony Histony

moézgowe watrobowe
Histon catkowity 112 140
Frakcja I 53,4 88
Frakcja IT 30,4 35
Frakecja III 74,6 94

Frakcja IV 106 175
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w jadrach, a w embrionach 19-dniowych zaledwie 0,8%. Aktywno$é¢ spe-
cyficzna histonéw watrobowych w embrionach 9-dniowych stanowila
2,7% calkowitej aktywnosci jader i malala do 0,9% w embrionach 19-dnio-
wych.

Aktywnos¢ we frakcjach histonéw preparowanych wg Olivera
okreslano po uprzednim, sprawdzeniu czystosci frakeji za pomocyg elektro-
forezy w zelu poliakrylamidowym. Frakcje F; i Fy, wykazywaly duzy sto-
pien czystosci, frakcja Fj3is, stanowila mieszanine frakcji Fi, Faa, Fzaz
(ryc. 1). We frakcjach histonéw uzyskanych zaréwno z tkanki mézgowej,
jak i watrobowej najwyzszg inkorporacje stwierdza sie we frakcji Fy, na-
stepnie Fy, i najnizszg we frakeji Fj2,. Aktywnoséé specyficzna tych frak-
cji malala proporcjonalnie wraz z dojrzewaniem embrionéw.

Aktywnosci specyficzne frakcji histondéw uzyskanych po rozdziale na
CM-celulozie zestawiono w tab. 3. Frakcja I z kolumny w elektroforezie
w zelu poliakrylamidowym stanowila czystg frakcje F; bogato lizynowa,
frakcja II z kolumny byla identyfikowana z frakcjg Fgy i Fiap. Frakecja III
eluowana z kolumny 0,02n HCl w zelu poliakrylamidowym wykazywala
zanieczyszczenie frakejg Fi,p. Frakcja IV domywana z kolumny 0,2n HCI
zawierala glownie frakcje F,, oraz domieszke frakcji Fj;. Najwyzszg ak-
tywnos¢ specyficzng w imp/min/mg bialka wykazywala frakcja III, eluo-
wana z kolumny 0,02n HCIl, oraz frakcja IV, wymywana z kolumny 0,2n
HCl. Wyniki te sg zgodne z danymi uzyskanymi przez nas uprzednio (13,
14), gdy frakcje histonéw otrzymywano na kolumnach z CM-celulozy.

W szeregu dotagd wykonanych prac wykazano mozliwosé fosforylacji
wszystkich frakeji histonéw, przy czym intensywnosé¢ fosforylacji dla po-
szczegblnych frakcji byla rézna, zalezna od cyklu komoérkowego aktyw-
nosci mitotycznej i metabolicznej tkanek (4, 5, 6, 7, 12, 15). W wiegkszosci
przebadanych tkanek najlatwiej ulega fosforylowaniu histon F,, zwlaszcza
w komoérkach, ktére ulegajag czestym podzialom (1, 2, 3). Wplyw na ozna-
czanie aktywnos$ci [32P] we frakcjach histonéw moze mie¢ réwniez metoda
ich preparatyki. Wydaje sie, Zze w czasie rozdzialu histonu na CM-celu-
lozie moze dochodzi¢ do wigzania fosforandéw z celulozg i wymywania ich
HCIl o wzrastajacym stezeniu.
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PE3IOME

Kypuuble 5, 9, 12, 15 u 19-aHeBHble SMOPUOHBI NMOAYUYAJM B aMHUMOTHMYECKMIT Me-
ok Meyenbni ¢oedop. ITocse 4 yacoB uMHKyGauuy onpepeseHo BKJIIOYEHME Mede-
noro c¢ocdopa B pasHble pakKuMM TMCTOHOB, KOTOPLIE NONYYMJIM M3 MO3Ta U Ne-
venu meroaom Onmeepa. Meuenslt ¢poccdop obHapymxeHO BO Bcex (DPaKimMAX TUCTO-
HoB. Haijt6onee mMuTeHcHBHO BKilouascA [%2P] Bo dpakumo F, TMCTOHOB MO3ra M Ie-
yeHH. OFHOBPEMEHHO BBLICOKYIO DPaJMOaKTUBHOCTEL NPOABJAJM TMCTOHBI, TOJYYE€HHBbIE
u3 5 u 9-mHeBHbIXx 3MOpMonoB. IIpencTaBiieHO TaKKe, YTO Ha paclipenesienue mede-

Horo ¢ochopa B pa3sHbIX PPaKgUAX TUCTOHOB MMeeT 0coboe 3uauveHme merojn ppak-
LOHUPOBAHUA TUCTOHOB,

SUMMARY

Chick embryo after 5, 9, 12, 15, 19 days of incubation were labelled with [32P]P;
for 4 h. Incorporation of [¥#P]P; into histone fractions from the brain and liver
obtained by the method of Oliver et al. was studied. Radiocactive phosphate was
associated with all histone fractions. Histones of the brain and liver prepared after
5 and 9 days of incubation showed the highest specific activity level. The specific
radioactivity of the fraction F, is always higher than the other fractions. It was
found that the fractionation method may have an influence on the distribution
of [¥2P]P; in different histoned fractions.






