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Intrinsic Protein Phosphorylation in the Mitochondrial Membranes of a Calf Brain

Modulacja aktywno$ci niektéorych enzymoéw za posrednictwem ich
fosforylacji i defosforylacji jest jednym z mechanizméw regulowania pro-
cesOw metabolicznych (4). Takg modyfikacje bialek stwierdzono rowniez
w obrebie genomu (1) i w rybosomach (3), ale dotychczas nie sprecyzowa-
no blizej jej roli zaréwno w procesie transkrypceji, jak i translacji. Jeszcze
mniej wiadomo na temat roli fosforylacji i defosforylacji bialek struktu-
ralnie zwigzanych z blonami biologicznymi. Sugeruje sie najogélniej, ze
taka modyfikacja czesci struktur blon odgrywa role gléwnie w ich funkeji
transportowej (2).

W naszym doniesieniu wykazano, ze btony mitochondrialne z moézgu
réwniez efektywnie i szybko ulegajg pietnowaniu przy udziale [y—%2P]
ATP, a dluzsza inkubacja powoduje znaczny spadek wbudowanej radio-
aktywnosci. Swiadezy to, ze blony mitochondrialne z mézgu posiadaja
aktywnos¢ fosfotransferazy ATP: bialtko (EC 2.7.1.37) i fosfohydrolazy
fosfoproteidowej (EC 3.1.3.16) oraz biatka ulegajace fosforylacji i defosfo-
rylaciji.

MATERIALY I METODY

‘Odczynniki specjalne. Tris-(hydroksymetyl)-aminometan i 2-merkaptoetanol
pochodzily z firmy Serva (Heidelberg RFN), ATP, heksokinaza z drozdizy ({yp III)
i albumina z osocza wolu V frakcja byly firmy Sigma (St. Louis, Mo., USA).
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[y-¥P] ATP o aktywnosci wlaSciwej 2,3 Cy/mmol pochodzil z firmy Amersham (An-
glia). Pozostale odczynniki o czystosci p.a. pochodzity z Biura Obrotu Odczynnikami
w Gliwicach.

Mitochondria z kory moézgowej cielecia otrzymywano wedlug Lovtrupa
i Zelandera (8) z tg réznicg, ze 0,44 M roztwér sacharozy uzywany w tej me-
todzie zawierat 5 mM EDTA. W celu otrzymania frakcji blon mitochondria z 32 g
istoty szarej mozgu zawieszano w 30 ml mieszaniny zawierajgcej: 0,056 M — trisHCI,
pPH 7,5; 0,14 M — KCI; 1 mM — EDTA oraz 1 mM — 2-merkaptoetanol i poddawano
dezintegracji w aparacie ultradZwiekowym firmy MSE, No 7100 o mocy 100 W przy
maksymalnej amplitudzie. Dezintegracje przeprowadzano czterokrotnie po 1 minucie
z przerwami na chlodzenie, azeby temperatura utrzymywala sie okoio 0°. Mito-
chondria po dezintegracji wirowano 30 min przy 2X104 xg. Osad przemyto trzy-
krotnie, zawieszajac go w 35 ml 5 mM EDTA o pH 7,4 na 30 min w temp. 0° po
czym wirowano jak wyzej. Tak otrzymang frakcje blon zawieszano w wodzie de-
stylowanej, uzyskujac steZzenie okoto 10 mg biatka/ml i przechowywano w stanie
zamrozonym w —20° Bialko oznaczano metodsg biuretows (5), jako wzorca uzyto
albuminy z osocza wotu.

Do Sledzenia fosforylacji blon uzyto [y-3P] ATP. Blony (1 mg bialka) inkubo-
wano w mieszaninie zawierajgcej: 30 mM — trisHCIl, pH 7,4; 31 mM — MgCl,
i1 mM — [y-%2P]JATP (1 pC; na prébeg). Objetosé proby 0,5 ml, temperatura inkubacji
30°, je$li nie podano inaczej. Reakcje rozpoczynano dodaniem blon do mieszaniny
inkubacyjnej ogrzanej do 30° a po 3 min. przerywano dodajac 4,5 ml zimnego 10%
kwasu tréjchlorooctowego. Osad przemywano trzy razy 4 ml 10% kwasu tréjchloro-
octowego, przy czym podczas drugiego przemycia osad zawieszony w kwasie {roéj-
chlorooctowym ogrzewano 5 min. w 80°. Nastepnie osad przemyto dwa razy 5 ml
mieszaniny metanol—eter (1:1) i oznaczano w nim radioaktywno§é przy uzyciu licz-
nika GM o gruboéci okienka 3 mg/cm? Na podstawie aktywnofci whasciwej uzytego
[y-32P]JATP obliczano ilo§é¢ wbudowanego fosforanu i wyniki podano w nmolach na
mg biatka.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przy uzyciu [y—»P] ATP wykazano, ze blony z mitochondriow
mozgowych ulegajg fosforylacji. W warunkach przeprowadzonych do-
$wiadczen inkorporacja fosforanu byla proporcjonalna do stezenia bialka
w zakresie do 1,5 mg/ml (ryc. 1) i niemal calkowicie zalezna od obecnosci
Mg?* w mieszaninie inkubacyjnej (ryc. 2). Maksymalna fosforylacja blon
zachodzi dopiero powyzej 10 mM Mg?t i nie ulega wiekszym zmianom
przy wzroscie stezenia do 50 mM. Pod tym wzgledem blony mitochon-
drialne z moézgu wykazujag podobienstwo do blon mikrosomalnych
z watroby szczura (6). Natomiast Weller i Rodniht (11) stwierdzili,
ze blony mikrosomalne i synaptosomalne z mézgu wolu ulegaja maksy-
malnej fosforylacji juz wobec 1 mM Mg?". Moret i inni (10) stosowali
6 mM Mg?* do badania fosforylacji blon z mitochondriéw watroby, nie
precyzujac blizej, jakie bylo optymalne stezenie. Fosforylacja blon w O°
jest niemal calkowicie zahamowana, ale efektywnie wzrasta w miare pod-
wyzszania temperatury. Niecigglos¢ wykresu Arrheniusa (ryc. 3)
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Ryc. 4. Wpiyw preinkubacji blon z nieradioaktywnym ATP na ich pietnowanie
przy mdziale [y—2P] ATP. Pr6by preinkubowano z nieradioaktywnym 1 mM ATP
i we wskazanych czasach dodawano [y—32P] ATP o duzej aktywnodci wlasciwej. Po
3 min. dalszej inkubacji reakcje przerywano. Inne warunki inkubacji jak podano
w tekécie
The effect of preincubation of membranes with non-radioactive ATP on their labelling
in the presence of [y—%2P] ATP. Samples were preincubated with non-radioactive
1 mM ATP and [y—?P] ATP of high specific radicactivity was added at indicated
time intervals. After 3 min of further incubation the reaction was stopped. Other
incubation were as described in the text

pietna. Napietnowane blony szczegoélnie szybko ulegajg defosforylacji w
obecnosci ,,pulapki heksokinazowej”, ktora bardzo efektywnie zuzywa ATP.
Fakt ten sugeruje, ze spadek pietna bialek w czasie dluzszej inkubacji
spowodowany jest zuzytkowaniem ATP, a takze jego rozkladem przez
ATPaze. W tych warunkach wzrasta rowniez stezenie ADP, ktéry hamuje
fosforylacje bialek jako kompetycyjny inhibitor kinazy biatkowej (9). W
rezultacie tych zmian w okreslonej fazie inkubacji zaczyna przewaza¢ pro-
ces defosforylacji, przebiegajacy dwufazowo. Najpierw obserwuje sie
szybki i znaczny spadek pietna, po czym nastepuje faza powolnej defosfo-
rylacji, ktora moze by¢ spowodowana stabilnoscig blon ufosforylowanych
w okre$lonym stopniu bgdz zmiang wzajemnego, przestrzennego rozmiesz-
czenia enzymu i substratu w warunkach doswiadczalnych. Istnieje takie
mozliwo$¢ kontrolowania stanu ufosforylowania blon przez fosfataze
strukturalnie zwigzang, ktéra moze mie¢ dostep tylko do niektérych miejsc
i fosfataze rozpuszczalng kontrolujgcg inne miejsca, niedostepne dla en-
zymu zwigzanego ze strukturg blony.
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Ryec. 5. Wplyw réznych warunkéw na pietnowanie blon mitochondrialnych, A) Prze-
bieg w czasie inkorporacji 2P do bion (1). B) Wplyw ,putapki heksokinazowej” na
wybudowywanie radioaktywno$ci z napietnowanych 32P bton mitochondrialnych (2).
W do$§wiadczeniu tym po 15 min inkubacji bton (4 ml) pobranc 0,5 ml do oznaczenia
pietna, a do pozostalej proby dodano 3,5 mg heksokin’lazy i 350 pumoli glukozy (0,35
ml). Podczas dalszej inkubacji pobierano 0,55 ml proby we wskazanych czasach do
oznaczania radioaktywno§ci pozostatej w bionach. C) Wplyw dodatkowej porcji
[y—3P] ATP na pietnowanie blon dodanej w warunkach znacznego spadku ich
radioaktywnosci po diuzszej inkubacji (3). Po 30 min inkubacji blon (3 ml) pobrano
0,5 ml prébe kontrolng, dodano 0,25 ml 10 mM [y—32P] ATP i podczas dalszej inku-
bacji pobierano we wskazanych czasach 0,55 ml proby do oznaczania pietna w blo-
nach. Temperatura inkubacji we wszystkich do$§wiadczeniach wynosila 37°. Pozo-
state warunki inkubacji jak podano w tek§cie
The effect of various conditions on labelling of mitochondrial membranes. A) Time-
~-course of 3P incorporation into membrans (1). Effect of "hexokinase trap” on loss
of radioactivity from 3P labelled mitochondrial membranes (2). In this experiment
after 15 min of membrane incubation (4 ml) 0.5 ml portion was taken to determine
the label ,and 3.5 mg hexokinase and 350 pumoles glucose were added (0.35 ml) to
the remaining mixture. During further incubation 0.55 ml samples were withdrawn
at indicated time intervals in order to determine the radioactivity remaining in
membranes. C) Effect of additional [y—32P] ATP portion on labelling of membranes,
added under conditions of a marked decrease of their radioactivity during prolong-
ed incubation (3). After 30 min of membrane incubation (3 ml) a 0.5 ml control
sample was taken and 0.25 m] of 10 mM [y—%*P ATP was added. During further
incubation 0.55 ml samples were withdrawn for determining membrane label. In all
experiments the incubation temperature was 37°. Other incubation conditions were
as described in the text
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Otrzymano 7 VI 1975,

PE3IOME

YcTaHoBeHO, UTO (PpaKuyusad MMTOXOHAPHUAJbLHBIX MeMOpaH M3 Mo3ra 3(hGeKTURHO
nojxBepraeTca MeYEHMI0 Npu yuactum /y-32P/ATD. [IpubausutensbHo 2/3 wacT BKIIO-
4yeHHOJM B 6eJKM paguMoaKTUMBHOCTM ITOTEPAJOCH BO BpeMA MHKyDaumyu npu OTCYyTCTBUM
/y-32P/AT®. IpeasapurenbHad MuKybaums membpan ¢ HameyenHoit AT nouuxaer
UX CIIOCOBHOCTL K MEYEHMIO B npucyTcTBun /y-32P/ATP TONBKO He3HAUUTEJIbHO. ITo-
JydeHHbl€ [aHHbIEe [IOKA3bIBAIOT, UTO B MMUTOXOHADPMAJIbHEIX MeMOpanax Mo3ra Ha-
psany c¢ 6Genkamy, MoaudmMumpyommuMuca cocdopuanpoBanueMm aedoccdopuanpo-
BaHueM, NPMUCYTCTBYET y4acTBYIOILME B 3TOM ITPOIleCCe SH3UMBI: NMPOTeMKHHaA3a u ¢oc-
donporenadocdarasa.

SUMMARY

It has been established that the membrane fraction from brain mitochondria
was effectively labelled in the presence cf [y—3P] ATP. About two thirds of incor-
porated label into proteins was lost during incubation in the absence of [y—3%P] ATP.
Membranes preincubated with non-radioactive ATP only partially lost their ability
for labelling in the presence of [y—3¥P] ATP. These data indicate that in the brain
mitochondrial membranes there are proteins which undergo modification through
phosphorylation and dephosphorylation, and the enzymes phosphotransferase ATP:
protein and phosphoprotein phosphohydrolase catalyzing this process.






