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Defosforylacja fosfobialek w obecnosci frakcji komérkowych
Escherichia coli

Aepochopunuposanue ochonpPoOTEHAOB B NPHCYTCTBUM KNETOUHbIX hpakumui
Escherichia coli

Dephosphorylation of Phosphoproteins in the Presence of Escherichia coli
Cell Fractions

Fosfobiatka s3 klasg kwasnych bialek zawierajacych fosforan zwigzany
estrowo z seryng lub treoning lancucha peptydowego, a w pewnych wypad-
kach — amidowo poprzez N-3 histydyny (10). Wiele danych uzyskanych w
do$wiadczeniach na materiale zwierzecym wskazuje na udzial tych potgczen
w tak wazinych procesach, jak aktywacja materiatu genetycznego, oksydacyjna
fosforylacja, aktywny transport. Pewna grupa fosfobialek posiada aktywnos¢
enzymatyczng — fosfatazy, fosforylazy, transforylazy (8). W komorkach bakte-
ryjnych stwierdzono takze obecnosé fosfobialek. Na aktywna role tych pota-
czen w komoérkach mikroorganizméw moze wskazywaé fakt zmniejszania sie
ilo$ci fosforu fosfobiatkowego w komoérkach wraz z przejsciem ich z logaryt-
micznej fazy wzrostu do stacjonarnej (13). U zwierzat defosorylacje fosfobiatek
przeprowadza fosfataza fosfobialkowa, natomiast, jak przebiega ten proces u
mikroorganizmoéow, nie zostalo wyjasnione (6). Celem tej pracy jest okreslenie
mozliwosci enzymatycznego rozkladu fosfobialek w komorce E. coli..

MATERIALY I METODY

Hodowla baktery jna.Szczep E. coli K-12 Hfr 82 met™ namnazano na
podlozu ptynnym zawierajgcym w 1000 ml: 7,0 g K:HPOs, 3,0 g KH.POy, 0,5 g
cytrynianu sodu, 0,1 g MgSOs'7H:0, 0,1 g (NH..SOs, 4,0 g glukozy, 20 mg
L.-metioniny. pH doprowadzono 1 N NaOH do 7,2. Hodowle przeprowadzono w
37° z napowietrzaniem. Namnazanie przerywano w S$rodku fazy logarytmicz-
nego wzrostu. Mase bakteryjng zbierano przez wirowanie i przemywano dwu-
krotnie buforem 0,05 M Tris-HCI, pH 7,2.

Frakcjonowanie materialu komoérkowego. Sferoplasty
ctrzymane metoda lizozymowg wg Flessela i wspdtaut. (3) zawieszano
w wodzie redestylowanej i po ich peknieciu oddzielano membrany cytoplaz-
matyczne od zawartoSci wnetrza komoérki przez wirowanie przy 20000Xg
pPrzez 15 min. W celu rozpuszczenia blon cytoplazmatycznych stosowano SDS
wg metod Bishopa i wspétaut. (1). SDS usuwano przez saczenie na ko-
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lumnie z Sephadex G-25. Rybosomy uzyskiwano zgodnie z metod3 opisang
przez Kurek i wspotaut. (9).

Izolacja rozpuszczalnego preparatu fosfobiatkowe-
go E. coli. Preparat ten przygotowywano zgodnie z metods poprzednio opi-
sang (7).

Badanie fosforylacji. Fosforylacje rybosoméw i oznaczenie radio-
aktywnos$ci przeprowadzono wg procedury wczesniej przedstawionej (9).

Metody analityczne. Biatko oznaczano metodag Low ry i wspétaut.
(11). Fosfor nieorganiczny — metodg Hiirsta (4).

Odczynniki: 2 — merkaptoetanol, lizozym, fosfoseryna produkecji Sigma
Chemical Company USA. TEAE — celuloza, Tris — Serva Gmbh — Heidel-
berg, NRF. Odczynnik Folina, L-metionina, L-seryna, SDS (s6l sodowa dode-
cylo-siarczanu) — British Drug Houses, Anglia. Sephadex G-25 — Pharmacia,
Uppsala, Szwecja. Kwas bursztynowy — Reanal — Budapest, Wegry. Kazeina
— Schuchardt, Miinchen, NRF. **P-ATP sp. akt. 13,8 Ci/mmol — Amersham,
Anglia. Pozostale odczynniki produkcji POCh—Gliwice.

WYNIKI

W pierwszym etapie badan jako substratow uzyto: fosfoseryny, kazeiny
(wzorcowego fosfobiatka o okreslonym skladzie) oraz preparatu rozpuszczalnego
fosfobiatka z E. coli. Zrédlem aktywnosci enzymatycznej byly nastepujace
frakcje komorkowe: rozpuszczone membrany cytoplazmatyczne, zawarto$é
wnetrza komorki oraz frakcje biatkowe odmywajace sie od membran cyto-
plazmatycznych 0,9% NaCl.

Aktywnos$é enzymatyczng okreslano na podstawie ilosci fosforanu nieorga-
nicznego uwolnionego podczas 60 min. inkubacji w 37°, substratu z frakcja bial-
kowg bedgcg zrédiem aktywnosci enzymatycznej. Po licznych prébach usta-
lono najefektywniejszy skiad mieszaniny inkubacyjnej dla kazdego substratu
(tab. 1). Reakcje enzymatyczng przerywano dodajac do probek 1 ml 40% kwasu
tréjchlorooctowego (TCA). Wytracone biatko odwirowywano. W supernatancie
oznaczano fosfor nieorganiczny. Badania nad lokalizacjg aktywno$ci enzyma-
tycznych w komoérce (ryc. 1) wykazalty, ze najaktywniejsze byty frakcje wne-
trza komoérkowego oraz popluczyny I blon cytoplazmatycznych. Obie te frakcje
wykazywaty wysoka aktywnosé w stosunku do fosfoseryny i znacznie nizszg
do kazeiny. Preparaty rozpuszczonych blon cytoplazmatycznych wykazywaly
niewielka aktywnosé w stosunku do fosfoseryny i bardza niskg w stosunku
do kazeiny. Nie obserwowano uwalniania fosforanu z kazeiny w obecnoSci
popluczyn II membran komérkowych. Aby wykluczyé w obserwowanym roz-
kladzie fosfoseryny udzial fosfatazy alkalicznej, ktéra jest zlokalizowana w
przestrzeni peryplazmatycznej (14) i moze zanieczyszczaé zaréwno frakcje wne-
trza komoérkowego, jak i frakcje poptuczyn I membran cytoplazmatycznych, wy-
konano dodatkowe do$wiadczenia w obecno$ci L-seryny w koncowym stezeniu
10 mM. L-seryna jest swoistym inhibitorem fosfatazy fosfoserynowej i w tym
stezeniu powoduje zahamowanie aktywnoSci oczyszczonego preparatu enzyma-
tycznego w 98% (12). L-seryna nie wywierala wplywu na aktywno&é¢ preparatu
handlowego fosfatazy alkalicznej w stosunku do fosfoseryny. Aktywnosé frakeji

komérkowych w stosunku do fosfoseryny byla hamowana przez ten amino-
kwas.
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Ryc. 1. Enzymatyczny rozklad P-seryny i fosfoblalek w obecnosci frakcji komérkowych; sub-
straty: 1 — kazeina, pH 5,6, 2 — P-seryna, pH 8,0, 3 — P-seryna + L-seryna, 4 — fosfobialka

E. aoli, pH 6,0, frakcje kombébrkowe: W — cytoplazma, M — rozpuszczone membrany cytoplaz-
matyczne, I, II — popluczyny membran komérkowych, 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.)
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u mole P released (0,4 mg protein) 60 min
4 mole uwalnianego P (04 mg biatka) 60 min
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Ryc. 2. Wplyw pH na aktywno$é enzymatyczng; substraty: 1 — P-seryna, 2 — kazeina
Effect of pH on enzymatic activity; substrates: 1 — P-serine, 2 — casein

Do badan nad wplywem pH na uwalnianie fosforu nieorganicznego uzyto
frakcji najefektywniejszej w stosunku do trzech badanych substratéw, tzn.
popluczyn I blon cytoplazmatycznych. Wyniki przedstawia ryc. 2. Optymal-
nym pH dla rozkladu fosfoseryny okazalo sie pH 8,0 (0,05 M bufor boranowy),
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dla rozkladu kazeiny pH 5,6 (0,05 M bufor bursztynianowy), natomiast w przy-
padku fosfobialek bakteryjnych bardzo niski, lecz uchwytny (0,023 pmola P)
rozklad obserwowano przy warto$ci pH 6,0 (0,00 M bufor bursztynianowy).

Najwyzsze uwalnianie P; z kazeiny przy wartosci pH 5,6 i bardzo niski,
lecz uchwytny rozklad preparatu fosfobialek bakteryjnych w pH 6 oraz za-
stosowane kontrole (tab. 1) wykluczajg mozliwo$é, ze obserwowana defosfory-
lacja byla nieenzymatyczna, a jedynie wynikiem dzialania odczynu $rodowiska.
Defosforylacje fosfobialek bez udzialu enzymoéw obserwuje sie tylko w pH
alkalicznym (10). Uzyskane wyniki sugerowaly jednoczesénie, ze, byé moze, za-
stosowanie odpowiedniejszego substratu — preparatu natywnych fosfoprote-
idow bakteryjnych — i precyzyjnieszej metodyki moze daé doktadniejsza od-
powiedz na pytanie: czy w komorce bakteryjnej jest obecny enzym lub enzy-
my defosforylujace fosfobiatka. Z tego tez wzgledu w drugim etapie badan
uzyto jako substratu rybosomy, w ktorych biatka ufosforylowano z uzyciem
“’P-ATP. Wyniki przedstawia ryc. 3. W obecnosci supernatantu bezrybosomo-

3000
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5001

Radioaktywnos¢ imp./min. — radioactivity cpm

2 5 10
Czas inkubacji w min.— incubation time in min
Ryc. 3. Kinetyka wbudowywania P (#P-ATP) w bialka rybosomowe w obecnos$ci supernatantu
bezkomérkowego
Kinetics of “P (¥P-ATP) incorporation into ribosomal proteins in the presence of ribosome —
free supernatant

wego fosforylacja biatek rybosomowych osiaggnela maksymalny poziom w cig-
gu 2 min., a nastepnie po 10 min. inkubacji obserwowano 50% spadku pigtna
w biatku. Wskazywalo to, ze supernatant moze zawieraé albo aktywno$¢ de-
fosforylujaca fosfobialka albo ATP-aze, albo inhibitor proceséw fosforylacji
lub fosfataze alkaliczng.

Przeprowadzone eksperymenty wyjaénily w pewnym stopniu ten problem
(tab. 2). Przebieg kinetyki forforylacji (ryc. 3) oraz dane przedstawione w tab. 2
wskazuja, ze obesrwowany spadek wbudowywania *P do biatek rybosomo-
wych w obecnoSci supernatantu nie jest spowodowany dzialaniem ATP-azy,
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Tab. 2. Wplyw supernatantu bezrybosomowego i NaF na fosforylacje rybosoméw

Effect of ribosome — free supernatant and NaF on phosphorylation of ribosomes
*P-wbudowany

Preparat rybosomowy Mieszanina inkubacyjna w biatko imp/min

Ribosomal preparation Incubation mixture 2P-incorporated

into protein cpm

kompletna

complete 1600
Rybosomy surowe kompletna -+ supernatant 600
Crude ribosomes complete + supernatant

kompletna + supernatant + NaF 800

complete + supernatant + NaF

kompletna + NaF
Rybosomy oczyszczone complete + NaF 1100
Purified ribosomes kompletna + NaF + supernatant 250
complete + NaF + supernatant

Szczegbly, jak podano w Materiatach i metodach. Czas inkubacji 10 min.
Details as under Materials and methods (Materialy i metody). Incubation time
10 minutes.

gdyz dodatek 5 pmoli NaF, inhibitora tego enzymu (5), nie ma wplywu na
efekt wywierany przez supernatant, a fosforylacja po osiggnieciu maksimum
nie utrzymuje sie na tym poziomie. Préby z dializowanymi preparatami super-
natantu dostarczyly takich samych danych. Wskazuje to, ze defosforylujacy
efekt nie jest zalezny od jakiej$ substancji niskoczasteczkowej. Test na obec-
no$¢ w supernatancie fosfatazy alkalicznej, w przypadku uzycia jako substra-
tu fenylofosforanu sodu, dat wynik negatywny.

DYSKUSJA

Wiele spostrzezen sugeruje istotne znaczenie fosforylacji bialek dla regu-
lacji procesow zyciowych komoérki bakteryjnej, z tego tez wzgledu komérka
powinna dysponowaé precyzyjnym mechanizmem defosforylacji. W komoérce
zwierzecej defosforylacje fosfobialek przeprowadza fosfataza fosfobiatkowa (6),
natomiast u bakterii badania Raftera i Lane (13) nie wykazaly obecnos$ci
takiego enzymu. Przeprowadzonc przez nas badania nie daly jednoznacznej
odpowiedzi. Stwierdzono wyrazng obecnos¢ fosfatazy fosfoserynowej we frakcji
wnetrza komoérkowego i poptuczyn I blon cytoplazmatycznych. Obie te frakcje
zawieraly takze niewielkg aktywno$¢ enzymatyczng w stosunku do kazeiny.
Wysunieto przypuszczenie, ze, byé moze, komoérka bakteryjna dysponuje enzy-
mem specyficznym dla wilasnych fosfobialek i jest on strukturalnie zwigzany
z membranami cytoplazmatycznymi. Z tego tez wzgledu przeprowadzono serie
dosSwiadczen, w ktorych substratem byl rozpuszczalny preparat fosfobiatkowy
z E. coli, a zréodlem aktywnosci enzymatycznej rozpuszczone blony cytoplaz-
matyczne. Badania te nie przyniosty spodziewanych rezultatow. Niska aktyw-
nosé¢ rozpuszczonych blon cytoplazmatycznych i znikoma aktywnos$¢ frakcji
komérkowych w stosunku do preparatu fosfobialek E. coli mogg by¢ spowodo-
wane w pierwszym wypadku inaktywujacym dziataniem SDS na aktywno$¢
enzymatyczng blon, w drugim — zmianami konformacyjnymi fosfoproteidu
bakteryjnego, wywolanymi drastyczng procedurg. Uzycie natywnego prepara-
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tu fosfobiatkowego jako substratu i techniki izotopowej daly wyrazniejsze wy-
niki, wskazujgce, ze komorka kakteryjna prawdopqdobnie zawiera enzym de-
fosforylujacy wilasne fosfobiatka, a wykrycie jego aktywnosci jest uzaleznione
od dysponowania odpowiednim ukladem doswiadczalnym, tzn. gléwnie sub-
stratem w takiej formie, ktéra jest najbardziej zblizona do postaci fosfobialek,
w jakiej wystepujg one in vivo.

Wydaje sie malo prawdopodobne, aby rozklad fosfobialek w komorkach
bakteryjnych zachodzil poprzez defosforylacje fosfoaminokwaséw uwolnionych
w p'erwszym etapie z biatka przcz enzymy proteolityczne. Przeczy takiej mo-
zliwosci fakt, ze wiele enzyméw bakteryjnych, np. fosfataza alkaliczna z E.
coli, wystepuje w dwoéch formach — fosfoenzymu i enzymu pozbawionego fos-
foru. Defosforylacja tych enzyméw nie pocigga za soba naruszenia struktury
molekuly bialtkowej (2). Fosfataza fosfoserynowa, obecna u E. coli, jest zaanga-
zowana chyba tylko w szlaku biosyntezy seryny, co z calg pewnoscig stwier-
dzono (12).

Rozwiagzanie problemu enzynratycznej defosforylacji fosfobiatek u bakterii
wymaga dalszych badan i wigze sic z opracowaniem doskonalszych metod
przygotowania odpowiednicgo substratu, tzn. specyficznego i nie zmienionego
strukturalnie, oraz uzyciem doskonalszych mectod $ledzenia przebiegu reakcji.

Dziekuje bardzo prof. dr Eugeniuszowi Ggasiorowi za cenne rady i pomoc
w redagowaniu tekstu.
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PE3IOME

Nayuena 3H3umaTHHecKan AedOCHOPUNHPYIOLLAN BKTHBHOCTL HECKONLKMX KNETOWHbIX
dpakumii E. coli 8 otHoweHun P-cepwHa, kazeuHa, pactsopumoro npenapara cocdonpo-
1engos E. coli mw pubocomubix Benkos, meueHnHeix in Vitro 3P(32P-ATP). UctouHukamm 3u-



49 Ewa Kurek

3UMMATHMUECKOM BKTMBHOCTM Bbinu: BHYTPEHHEe COAEpXaHMe knetkW (uMTonnaima), paxuus
nocne NPoMmbIBKKM LMTONNaamatuueckux membpan 0,9% NaCl, pactsopeHnHble UMTONNA3IMATH-
ueckne membBpaHbl M CynepHaTaHT, He HWmelownin pubocomos. MoxHo bkl cxasath, 4To B
6aKTEepUANsHON KNETKE MMEEeT MECTO 3H3IUMATHUECKAN AedOCHOPHANPYIOULAR BKTHBHOCTS,
cneumduuyHan ans cobCTBEHHbIX HaTWMBHBIX (OCPONPOTEMAOB, KOTOPAs CyulecTByer B Cy-
NcpHAaTaHTe, He umelounx pubocomos.

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 activity.
The obtained results suggest that bacterial cells contain dephosphorylating enzy-
matic activity specific for their own native pheosphoproteins which was found in
ribosome-free supernatant.



