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Bialka rybosomalne moézgu i watroby w ontogenezie kurczat
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Ribosomal Proteins from Brain and Liver during Ontogenesis of Chicken

Wykazano, ze intensywnosé¢ fosforylacji (in vivo) bialek rybosomalnych obniZa
sie wraz z wiekiem zarodk6é6w kurzych (17). Zarodki 19-dniowe inkorporowaly do
bialek rybosomalnych moézgu i watroby 70-krotnie mniej pﬁetnowé-nego ortofosfora-
nu niz odpowiednio zarodki 5- i 9-dniowe. Tak drastyczny spadek fosforylacji bia-
tek rybosomalnych nasuwa przypuszczenie, ze procesom wzrostu moga towarzyszyé
zmiany skladu biatkowego rybosomow. Przypuszczenie to uzasadnia réwniez fakt
wystepowania dodatkowych biatek w rybosomach guzéw nowotworowych (20) i re-
generujgcej watroby (13). \

Celem pracy jest poréwnanie obrazu biatek rybosoméw mozgu i wa-
troby w roznych okresach ontogenezy kurczgt. Niektore wyniki prezen-
towano we wstepnym komunikacie (15).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w 5, 9, 12, 15, 19, 23 i 150 dniu ontogenezy. Zarodki
i kurczaki zabijano przez dekapitacje, izolowano moézgi i watroby, z ktérych prepa-
rowano rybosomy wedlug uprzed&lxio opisanej metody (17). RNA oznaczano spekiro-
fotometrycznie w 5 M moczniku. Czysto§é rybosoméw kontrolowano wedlug Pe-
termana (12). Biatka rybosomalne ekstrahowamno 0,25 M HCI1 (17) i oznaczano
ilosciowo wedlug Lowry i wsp. (8), stosujgc albumine surowicza jako standard.
Rozdziatl bialek przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym metodag dwukierunko-
wej elektroforezy. .

Standardowe warunki elektroforezy:

I — kierunek: rurki 12,0X0,5 cm, 4% akrylamid, 0,1% bis-akrylamid, 8 M mocz-
nik, 1% TEMED i 0,03% nadsiayczan amonu, Bufor anodowy 0,01 M Tris : CH;COOH,
pH=4, Bufor katodowy 0,179 M octan potasu :CH,COOH, pH=5, Biatko (100 pg)
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nanoszono przy anodzie w buforze o pH=5. Czas rozdzialu 4—5 godz, U — 70 V,
I — 1,5 mA/rurke.

11 — kierunek: plyty o wymiarach 13X10X0,2 ¢cm, 18% akrylamid, 0,5% bis-akry-
lamid, 0,5% TEMED, 0,33% nadsiarczam amonu, bufor CH3;COOH : KOH, pH=4,6.
Bufor elektrodowy 0,01 M CH,COOH. Czas rozdzialu 10 godz., U — 70 V, I —
40 mA/plyte.

Elektroforeze przeprowadzano w temperaturze pokojowej w aparacie wiasnej
konstrukcji. Barwienie: 0,2% czern amidowa, 7,5% CHg COOH i 20% metanolu. Od-
barwienie: 7,5% CHyCOOH, a nastgpnie 7,5% CHgCOOH+20% metanolu.

WYNIKI I DYSKUSJA

W badanych okresach rozwoju iloé¢ bialek rybosomalnych, ekstraho-
wanych 0,25 M HC, obniza sie w moézgu S-krotnie, natomiast w watro-
bie poczatkowo, do 15 dnia embriogenezy, wzrasta, po czym, podobnie jak
w mozgu, obniza sie (tab. 1). Rdzinice te sa niewgtpliwie odbiciem nie-
jednakowego rytmu ontogentycznego mézgu i watroby.

Sredni odzysk ekstrahowanych bialek z rybosomdéw moézgu wynosit
39% (33—46), a dla watroby 50% (42—57). Podane w nawiasach rozrzuty
byly przypadkowe i niezalezne od wieku (dane nie prezentowane).

Oznaczenia zawartosci bialek i RNA w rybosomach mézgu i watroby
we wszystkich badanych okresach wykazywaly stale proporcje, a wyli-
czone odpowiednie stosunki — minimalne réznice (tab. 1).

Tak wiec observs}owany spadek wydajnosci ekstrakcji bialek nie jest
uwarunkowany obniZeniem sie ich zawartosci w rybosorhie, a tylko

Tab. 1. Zawarto$¢ biatek i RNA w rybosomach moézgu i watroby w ontogenezie kur-

czgt *
Protein and RNA content of brain and liver ribosomes during ontogenesis of
chicken *
Mézg ' Watroba
Wigk » »
@ YEe g8, . BEwm < !
NEw Zisf § § 8 F oSS Zl5L B §F 8§
BsE A5 o« M BsE HE5F o e
5 0,50 1,12 1,78 1,90 — — — —
g - 0,39 1,10 1,75 1,90 0,22 1,16 1,77 1,89
12 0,33 1,12 1,70 1,88 0,77 1,17 1,75 1,88
15 0,23 1,11 1,70 1,85 0,88 1,16 1,76 1,88
19 0,15 1,10 1,72 1,85 0,53 1,14 1,76 1,85
23 0/14 1,15 1,72 1,85 0,51 L8 | 1,75 1,83
150 0,10 1,14 1,70 1,82 0,26 1,20 1,72 1,80

*

Wyniki stanowig srednig z 4—6 eksperymentow.

* Results constitute the average from 4—6 experiments.
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Ryc. 2. Schemat dwukierunkowego elektroforegramu biatek rybosomalnych watro-
by, plamy zaczernmione widoczne sg rowniez na fotografiach; konturami zaznaczono
plamy niewidoczne na fotografiach, ale obecne w zelu; kierunki rozdziatu zaznaczo-

no strzatkami

Schema of the-two-dimensional electrophoretogram of the ribosomal proteins from
liver; the solid spots were always seen, the open spots were only seen in the gel,
but not visible in the photographs; migration directions are marked with arrows
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zmniejszeniem sie ilo$ci rybosoméw przypadajacych na 1 g mozgu. Jest
to nastepstwem narastajacej proliferacji wildkien nerwowych i mieloge-
nezy (6).

Analize poréwnawczg bialek rybosomalnych w ontogenezie przepro-
wadzono w oparciu o rozdzial elektroforetyczny w zelu poliakrylamido-
wym technikg dwukierunkows. Opisane w literaturze metody elektrofo-
rezy dwukierunkowej (7, 10) ze wzgledéow technicznych lub odezynniko-
wych nie mogty by¢ bezposrednio zastosowane, stanowity one jednak pod-
stawe opracowania warunkow dogodnych dla badan seryjnych przy mi-
nimalnej ilosci materialu, a maksymailnej oszczednosci czasu i odczyn-
nikow. 4

W opracowanej metodzie w obu kierunkach zastosowano bufory kwa-
$ne, przyjmujac jako glowne kryterium rozdzialu w kierunku I — wiel-
kos$¢ ladunku (niskoprocentowy zel, gradient pH i sily jonowej), a w kie-
runku IT — mase czasteczkowsy (zel 18%). Eksperymentalnie ustalone wa-
runki pragdowe zapewnily dobry i powtarzalny rozdzial amalizowanych
bialek. Oceny elektroforegramoéow dokonywano wizualnie, bioragc pod uwa-
ge liczbe plam, ich wielkos$¢, wysycenie i wzajemny uklad.

Zazwyczaj wykrywano 50 plam dobrze rozgraniezonych, o réznej in-
tensywnosci. llustruje to zalaczona ryc. 1, odpowiednio dla mézgu (a)
i watroby (b) oraz schemat (ryc. 2), na ktérym konturami zaznaczono pla-
my stabiej wybarwione, nie zarejestrowane na fotografiach, ale widoczne
w mokrym zelu. Podkre§li¢ nalezy, ze wykrywana na elektroforegramach
liczba plam odpowiada rzeczywistej liczbie bialek ekstrahowanych z ry-
bosomoéw 0,25 M HCI (18), a zatym kazda plama reprezentuje pojedyncze
biatko. Wskazuje to na duzg zdolnosé rozdzielcza opracowanej metody.

Analiza poréwnawcza obrazu elektroforetycznego biatek rybosomal-
nych w poszczegbdlnych okresach rozwoju mnie wykazala istotnych réznic.
Natomiast we wszystkich badanych okresach obserwowano réznice mie-
dzy biatkami rybosomalnymi mézgu i watroby (ryc. la, b). Dodatkowg
plame, wykrywang tylko w rybosomach watroby, zaznaczono strzatka.
Obserwacja ta, bedgca potwierdzeniem wcze$niejszego doniesienia (16)
1 wskazujgca na specyficznosé tkankowy biatek rybosomalnych, jest zgod-
na z doniesieniami innych autoréw (3, 9), chociaz Mutolo (11) i Sher-
ton (19) nie potwierdzili wystepowania réznic tkankowych.

Podobnie kontrowersyjne wyniki otrzymywano w innych badaniach
poréwnawczych. I tak podczas réznicowania i transformacji komorek
Delaunay (3) i Bielka (1) nie znajdowali réznic w biatkach rybo-
somalnych, natomiast stwierdzali je Subramanian (20) i Rod-
gers (14). Roznice miedzygatunkowe obserwowal Mutolo (11), a nie
potwierdzil ich Delaunay (3). Wreszcie na rdoznice miedzy rybosoma-
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mi wolnymi a zwigzanymi wskazujag Fe hlmann (4) i Burka (2),
a wykluczajg je Hanna i wsp. (9).

W kontekscie cytowanych prac i uzyskanych wynikéw wydaje sie
stuszne stwierdzenie, ze obserwowane roéznice miedzy bialkami ryboso-
malnymi mézgu i watroby wskazuja na specyficznos¢ tkankows biatek
rybosomzilnych, natomiast znaczne podobienstwo obrazéw w poszczegol-
nych okresach rozwoju pozwala wnioskowac, ze biatka rybosomalne roz-
puszczalne w 0,25 M HCI pozostajg niezmienne w procesie ontogenezy.
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PE3IOME

Pubocomanbusrte Genky sxcrparuposanu 0,25 M HCl u3 Mo3ra u meueHy B OHTO-
reHese UBIIJIAT, a 3aTeM aHAJM3UPOBAJM METOJOM [BYMEPHOro JeKTpodopesa B II0-
IMakpuiaMuaHoM rexe. B ofemx TKaHAX He oOHapymXeHO Da3HMI[ B puGOCOMaNBLHBIX
Genkax B MCCIEROBAHHBIX NEPHOJAX DA3BUTHA, 3aTO 3aMEe4YE€HO HE3HAYMTEJBbHbIE Das3-
HULB! MeXay OeslKaMyu MO3ra U I€HeHMU.

SUMMARY

Ribosomal proteins, extracted 0.25 M HCI], from brain and liver in the different
stages of chicken developmeni, were analyzed by means of the two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis. No differences were observed between the
ribosomal proteins from both tissues during ontogenesis. In contrast, a comparison
of ribosomal protein patterns from brain with those of liver shows some differences.






