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Dephosphorylation of Phosphoproteins in the Presence of Escherichia coli 
Celi Fractions

Fosfobiałka są klasą kwaśnych białek zawierających fosforan związany 
estrowo z seryną lub treoniną łańcucha peptydowego, a w pewnych wypad
kach — amidowo poprzez N-3 histydyny (10). Wiele danych uzyskanych w 
doświadczeniach na materiale zwierzęcym wskazuje na udział tych połączeń 
w tak ważnych procesach, jak aktywacja materiału genetycznego, oksydacyjna 
fosforylacja, aktywny transport. Pewna grupa fosfobiałek posiada aktywność 
enzymatyczną — fosfatazy, fosforylazy, transforylazy (8). W komórkach bakte
ryjnych stwierdzono także obecność fosfobiałek. Na aktywną rolę tych połą
czeń w komórkach mikroorganizmów może wskazywać fakt zmniejszania się 
ilości fosforu fosfobiałkowego w komórkach wraz z przejściem ich z logaryt
micznej fazy wzrostu do stacjonarnej (13). U zwierząt defosorylację fosfobiałek 
przeprowadza fosfataza fosfobiałkowa, natomiast, jak przebiega ten proces u 
mikroorganizmów, nie zostało wyjaśnione (6). Celem tej pracy jest określenie 
możliwości enzymatycznego rozkładu fosfobiałek w komórce E. coli..

MATERIAŁY I METODY

Hodowla bakteryjn a. Szczep E. coli K-12 Hfr 82 met- namnażano na 
podłożu płynnym zawierającym w 1000 ml: 7,0 g KjHPCh, 3,0 g KH2PO4, 0,5 g 
cytrynianu sodu, 0,1 g MgSO< • 7 H2O, 0,1 g (NH^SCh, 4,0 g glukozy, 20 mg 
L-metioniny. pH doprowadzono 1 N NaOH do 7,2. Hodowlę przeprowadzono w 
370 z napowietrzaniem. Namnażanie przerywano w środku fazy logarytmicz
nego wzrostu. Masę bakteryjną zbierano przez wirowanie i przemywano dwu
krotnie buforem 0,05 M Tris-HCl, pH 7,2.

Frakcjonowanie materiału komórkowego. Sferoplasty 
otrzymane metodą lizozymową wg F 1 e s s e 1 a i współaut. (3) zawieszano 
w wodzie redestylowanej i po ich pęknięciu oddzielano membrany cytoplaz-

, matyczne od zawartości wnętrza komórki przez wirowanie przy 20 000Xg 
przez 15 min. W celu rozpuszczenia błon cytoplazmatycznych stosowano SDS 
wg metod B i s h o p a i współaut. (1). SDS usuwano przez sączenie na ko-
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lumnie z Sephadex G-25. Rybosomy uzyskiwano zgodnie z metodą opisaną 
przez Kurek i współaut. (9).

Izolacja rozpuszczalnego preparatu fosfobialkowe- 
g o E. coli. Preparat ten przygotowywano zgodnie z metodą poprzednio opi
saną (7).

Badanie fosforylacji. Fosforylację rybosomów i oznaczenie radio
aktywności przeprowadzono wg procedury wcześniej przedstawionej (9).

Metody analityczne. Białko oznaczano metodą L o w r y i współaut. 
(11). Fosfor nieorganiczny — metodą H ii r s t a (4).

Odczynniki: 2 — merkaptoetanol, lizozym, fosfoseryna produkcji Sigma 
Chemical Company USA. TEAE — celuloza, Tris — Serva Gmbh — Heidel
berg, NRF. Odczynnik Folina, L-metionina, L-seryna, SDS (sól sodowa dode- 
cylo-siarczanu) — British Drug Houses, Anglia. Sephadex G-25 — Pharmacia, 
Uppsala, Szwecja. Kwas bursztynowy — Reanal — Budapest, Węgry. Kazeina 
— Schuchardt, Miinchen, NRF. 32P-ATP sp. akt. 13,8 Ci/mmol — Amersham, 
Anglia. Pozostałe odczynniki produkcji POCh—Gliwice.

WYNIKI

W pierwszym etapie badań jako substratów użyto: fosfoseryny, kazeiny 
(wzorcowego fosfobiałka o określonym składzie) oraz preparatu rozpuszczalnego 
fosfobiałka z E. coli. Źródłem aktywności enzymatycznej były następujące 
frakcje komórkowe: rozpuszczone membrany cytoplazmatyczne, zawartość 
wnętrza komórki oraz frakcje białkowe odmywające się od membran cyto- 
plazmatycznych 0,9% NaCl.

Aktywność enzymatyczną określano na podstawie ilości fosforanu nieorga
nicznego uwolnionego podczas 60 min. inkubacji w 37°, substratu z frakcją biał
kową będącą źródłem aktywności enzymatycznej. Po licznych próbach usta
lono najefektywniejszy skład mieszaniny inkubacyjnej dla każdego substratu 
(tab. 1). Reakcję enzymatyczną przerywano dodając do próbek 1 ml 40% kwasu 
trójchlorooctowego (TCA). Wytrącone białko odwirowywano. W supernatancie 
oznaczano fosfor nieorganiczny. Badania nad lokalizacją aktywności enzyma
tycznych w komórce (ryc. 1) wykazały, że najaktywniejsze były frakcje wnę
trza komórkowego oraz popłuczyny I błon cytoplazmatycznych. Obie te frakcje 
wykazywały wysoką aktywność w stosunku do fosfoseryny i znacznie niższą 
do kazeiny. Preparaty rozpuszczonych błon cytoplazmatycznych wykazywały 
niewielką aktywność w stosunku do fosfoseryny i bardzą niską w stosunku 
do kazeiny. Nie obserwowano uwalniania fosforanu z kazeiny w obecności 
popłuczyn II membran komórkowych. Aby wykluczyć w obserwowanym roz
kładzie fosfoseryny udział fosfatazy alkalicznej, która jest zlokalizowana w 
przestrzeni peryplazmatycznej (14) i może zanieczyszczać zarówno frakcję wnę
trza komórkowego, jak i frakcję popłuczyn I membran cytoplazmatycznych, wy
konano dodatkowe doświadczenia w obecności L-seryny w końcowym stężeniu 
10 mM. L-seryna jest swoistym inhibitorem fosfatazy fosfoserynowej i w tym 
stężeniu powoduje zahamowanie aktywności oczyszczonego preparatu enzyma
tycznego w 98% (12). L-seryna nie wywierała wpływu na aktywność preparatu 
handlowego fosfatazy alkalicznej w stosunku do fosfoseryny. Aktywność frakcji 
komórkowych w stosunku do fosfoseryny była hamowana przez ten amino
kwas.
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Ryc. 1. Enzymatyczny rozkład P-seryny i fosfobiałek w obecności frakcji komórkowych; sub- 
straty: 1 — kazeina, pH 5,6, 2 — P-seryna, pH 8,0, 3 — P-seryna + L-seryna, 4 — fosfobiałka 
E. qoii, pH 6,0, frakcje komórkowe: W — cytoplazma, M — rozpuszczone membrany cytoplaz- 
matyczne, I, II — popłuczyny membran komórkowych, F — fosfataza alkaliczna (preparat 

handlowy)
Enzymatic hydrolysis of P-serine and phosphoproteins in the presence of cellular fractions; 
substrates: 1 — casein, pH 5,6, 2 — P-serine, pH 8,0, 3 — P-serine + L-serine, 4 — phosphopro
teins from E. coli, pH 6,0; cellular fractions: W — cytoplasm, M — dissolved cytoplasmic 
membranes, I, ii — cytoplasmic membranes wash, F — alkaline phosphate (Koch Light Labor.)

Ryc. 2. Wpływ pH na aktywność enzymatyczną; substraty: 1 — P-seryna, 2 — kazeina 
Effect of pH on enzymatic activity; substrates: 1 — P-serine, 2 — casein

Do badań nad wpływem pH na uwalnianie fosforu nieorganicznego użyto 
frakcji najefektywniejszej w stosunku do trzech badanych substratów, tzn. 
popłuczyn I błon cytoplazmatycznych. Wyniki przedstawia ryc. 2. Optymal
nym pH dla rozkładu fosfoseryny okazało się pH 8,0 (0,05 M bufor boranowy),
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dla rozkładu kazeiny pH 5,6 (0,05 M bufor bursztynianowy), natomiast w przy
padku fosfobialek bakteryjnych bardzo niski, lecz uchwytny (0,023 umola P) 
rozkład obserwowano przy wartości pH 6,0 (0,05 M bufor bursztynianowy).

Najwyższe uwalnianie P4 z kazeiny przy wartości pH 5,6 i bardzo niski, 
lecz uchwytny rozkład preparatu fosfobialek bakteryjnych w pH 6 oraz za
stosowane kontrole (tab. 1) wykluczają możliwość, że obserwowana defosfory- 
lacja była nieenzymatyczna, a jedynie wynikiem działania odczynu środowiska. 
Defosforylację fosfobialek bez udziału enzymów obserwuje się tylko w pH 
alkalicznym (10). Uzyskane wyniki sugerowały jednocześnie, że, być może, za
stosowanie odpowiedniejszego substratu — preparatu natywnych fosfoprote- 
idów bakteryjnych — i precyzyjnieszej metodyki może dać dokładniejszą od
powiedź na pytanie: czy w komórce bakteryjnej jest obecny enzym lub enzy
my defosforylujące fosfobiałka. Z tego też względu w drugim etapie badań 
użyto jako substratu rybosomy, w których białka ufosforylowano z użyciem 
32P-ATP. Wyniki przedstawia ryc. 3. W obecności supernatantu bezrybosomo-

Ryc. 3. Kinetyka wbudowywania #P («P-ATP) w białka rybosomowe w obecności supernatantu 
bezkomórkowego

Kinetics of 3,P (MP-ATP) incorporation into ribosomal proteins in the presence of ribosome — 
free supernatant

wego fosforylacja białek rybosomowych osiągnęła maksymalny poziom w cią
gu 2 min., a następnie po 10 min. inkubacji obserwowano 50% spadku piętna 
w białku. Wskazywało to, że supernatant może zawierać albo aktywność de- 
fosforylującą fosfobiałka albo ATP-azę, albo inhibitor procesów fosforylacji 
lub fosfatazę alkaliczną.

Przeprowadzone eksperymenty wyjaśniły w pewnym stopniu ten problem 
(tab. 2). Przebieg kinetyki forforylacji (ryc. 3) oraz dane przedstawione w tab. 2 
wskazują, że obesrwowany spadek wbudowywania 32P do białek rybosomo
wych w obecności supernatantu nie jest spowodowany działaniem ATP-azy,
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Tab. 2. Wpływ supernatantu bezrybosomowego i NaF na fosforylację rybosomów 
Effect of ribosome — free supernatant and NaF on phosphorylation of ribosomes

Preparat rybosomowy 
Ribosomal preparation

Mieszanina inkubacyjna 
Incubation mixture

32P-wbudowany 
w białko imp/min 

32P-incorporated 
into protein cpm

kompletna
complete 1600

Rybosomy surowe kompletna + supernatant 600Crude ribosomes complete + supernatant
kompletna + supernatant + NaF 
complete + supernatant + NaF

800

kompletna + NaF
1100Rybosomy oczyszczone complete + NaF

Purified ribosomes kompletna + NaF + supernatant 
complete + NaF + supernatant 250

Szczegóły, jak podano w Materiałach i metodach. Czas inkubacji 10 min.
Details as under Materials and methods (Materiały i metody). Incubation time 

10 minutes.

gdyż dodatek 5 Pmoli NaF, inhibitora tego enzymu (5), nie ma wpływu na 
efekt wywierany przez supernatant, a fosforylacja po osiągnięciu maksimum 
nie utrzymuje się na tym poziomie. Próby z dializowanymi preparatami super- 
natantu dostarczyły takich samych danych. Wskazuje to, że defosforylujący 
efekt nie jest zależny od jakiejś substancji niskocząsteczkowej. Test na obec
ność w supernatancie fosfatazy alkalicznej, w przypadku użycia jako substra- 
tu fenylofosforanu sodu, dał wynik negatywny.

DYSKUSJA

Wiele spostrzeżeń sugeruje istotne znaczenie fosforylacji białek dla regu
lacji .procesów życiowych komórki bakteryjnej, z tego też względu komórka 
powinna dysponować precyzyjnym mechanizmem defosforylacji. W komórce 
zwierzęcej defosforylację fosfobiałek przeprowadza fosfataza fosfobiałkowa (6), 
natomiast u bakterii badania Raftera i Lane (13) nie wykazały obecności 
takiego enzymu. Przeprowadzone przez nas badania nie dały jednoznacznej 
odpowiedzi. Stwierdzono wyraźną obecność fosfatazy fosfoserynowej we frakcji 
wnętrza komórkowego i popłuczyn I błon cytoplazmatycznych. Obie te frakcje 
zawierały także niewielką aktywność enzymatyczną w stosunku do kazeiny. 
Wysunięto przypuszczenie, że, być może, komórka bakteryjna dysponuje enzy
mem specyficznym dla własnych fosfobiałek i jest on strukturalnie związany 
z membranami cytoplazmatycznymi. Z tego też względu przeprowadzono serię 
doświadczeń, w których substratem był rozpuszczalny preparat fosfobiałkowy 
z E. coli, a źródłem aktywności enzymatycznej rozpuszczone błony cytoplaz- 
matyczne. Badania te nie przyniosły spodziewanych rezultatów. Niska aktyw
ność rozpuszczonych błon cytoplazmatycznych i znikoma aktywność frakcji 
komórkowych w stosunku do preparatu fosfobiałek E. coli mogą być spowodo
wane w pierwszym wypadku inaktywującym działaniem SDS na aktywność 
enzymatyczną błon, w drugim — zmianami konformacyjnymi fosfoproteidu 
bakteryjnego, wywołanymi drastyczną procedurą. Użycie natywnego prepara
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tu fosfobiałkowego jako substratu i techniki izotopowej dały wyraźniejsze wy
niki, wskazujące, że komórka bakteryjna prawdopodobnie zawiera enzym de- 
fosforylujący własne fosfobiałka, a wykrycie jego aktywności jest uzależnione 
od dysponowania odpowiednim układem doświadczalnym, tzn. głównie sub- 
stratem w takiej formie, która jest najbardziej zbliżona do postaci fosfobiałek, 
w jakiej występują one in vivo.

Wydaje się mało prawdopodobne, aby rozkład fosfobiałek w komórkach 
bakteryjnych zachodził poprzez defosforylację fosfoaminokwasów uwolnionych 
w perwszym etapie z białka przez enzymy proteolityczne. Przeczy takiej mo
żliwości fakt, że wiele enzymów bakteryjnych, np. fosfataza alkaliczna z E. 
coli, występuje w dwóch formach — fosfoenzymu i enzymu pozbawionego fos
foru. Defosforylacja tych enzymów nie pociąga za sobą naruszenia struktury 
molekuły białkowej (2). Fosfataza fosfoserynowa, obecna u E. coli, jest zaanga
żowana chyba tylko w szlaku biosyntezy seryny, co z całą pewnością stwier
dzono (12).

Rozwiązanie problemu enzymatycznej defosforylacji fosfobiałek u bakterii 
wymaga dalszych badań i wiąże się z opracowaniem doskonalszych metod 
przygotowania odpowiedniego substratu, tzn. specyficznego i nie zmienionego 
strukturalnie, oraz użyciem doskonalszych metod śledzenia przebiegu reakcji.

Dziękuję bardzo prof. dr Eugeniuszowi Gąsiorowi za cenne rady i pomoc 
w redagowaniu tekstu.
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RE3K0ME
khyHeHa 3H3MMaTMMeCKas flecpocttJopMjnipyioinaa aKTMBHOCTb HecKonbKnx KheTOHHbix 

cfipaKLiMM E. coli b oTHoujeHMM P-cepMHa, nasenna, pacTBopMMoro npenapaTa ^joccponpo- 
lenfloB E. coli n pH6ocoMHbix fiennoB, MeneHHbix in vitro 32P('12P-ATP). HcTOMHMKaMM »h-
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3MMaTMMecK0M bktmbhocth 6buin: BHyTpeHHee coflepwaHMe KJieTKM (i4MTonra3Ma), (ppanuMB 
nocne npoMbiBKH u,MTonna3MaTMHeCKMX MeMÓpaH 0,9% NaCl, pacTBopeHHbie UMTonna3MaTw- 
MecKMe MeMOpaHbi m cynepnaTaHT, He MMetou^MH phóocomob. Mojkho óbi cnaaaTb, hto b 

OoKTepHanbHOH KneTKe «Meei MecTO 3H3MMaTMMecKan flet^occpopM/iMpytoiuas aKTHBHocro, 
cneuHcpHMHas, Ann coócTBeHHbix HaTHBHbix (poccponpoTeHAOB, KOTOpan cymeCTByeT b cy- 
nepHaiaHTe, He nMeK>iunx phóocomob.

SUMMARY

Several cellular fractions from E. coli have been tested for dephosphorylating 
enzymatic activity. The phosphoserine, casein, soluble preparation of phosphoproteins 
from E. coli, and phosphorylated in vitro ribosomal proteins were used as the 
substrates. The cytoplasm, cytoplasmic membranes wash, dissolved cytoplasmic 
membranes and ribosome-free supernatant were the sources of enzymatic actiyity. 
The obtained results suggest that bacterial cells contain dephosphorylating enzy
matic actiyity specific for their own natiye phosphoproteins which was found in 
ribosome-free supernatant.


