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Prosta metoda wykrywania fosfoseryny i fosfotreoniny w biatkach
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A Simple Method for Detecting Phosphoserine and Phosphothreonine in Proteins

W poprzednich pracach stwierdzono obecnoéé fosforu, a takze intensywne wia-
czanie ¥P do réznych frakcji histonowych (7) oraz do zasadowych biatek ryboso-
malnych (5). Mozliwo§é zanieczyszczenia analizowanych bialek fosforem pochodzenia
nukleotydowego, fosfolipidowego czy fosforanem nieorganicznym zostata wykluczo-
na. Jednakze ostatecznym dowodem istnienia frakcji fosfoproteidowych w tych biat-
kach byloby stwierdzenie obecnosci fosfoseryny i fosfotreoniny.

Opisane w literaturze metody wykrywania fosfoseryny i fosfotreoniny
byly zbyt pracochlonne i nie dawaly zadowalajacych wynikéw (2, 3, 9).
Dlatego tez postanowiono:

1. Opracowaé¢ mozliwie prostg technike wykrywania fosfoseryny i fos-
fotreoniny w hydrolizatach biatkowych.

2. Przeprowadzi¢ proby wykrycia tych estrow w histonach i w zasa-
dowych bialkach rybosomalnych.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowily wzorcowe preparaty fosfoseryny (P-Ser) i fosfo-
treoniny (P-Thr), otrzymane preparatywnie w Zakladzie (10), kazeina produkcji BDH
— Anglia oraz histony i zasadowe bialka rybosomalne otrzymywane odpowiednio
z jader (8) i rybosoméw (6) izolowanych z moézgu i watroby 14-dniowych zarodkow
kurzych.

Do rozdzielania fosfoseryny i fosfotreoniny zastosowano elektroforeze na bibule
Whatman nr 3. W celu ustalenia optymalnych warunkéw rozdzialtu przeprowadzono
badania poréwnawcze stosujac jako bufory: 0,4 N HCOOH, pH 2,2, 3,2 N HCOOH,
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pH 1,5 oraz 2,5% HCOOH i 7,8% CHsCOOH v/v pH 2,2. Z kazdym buforem przepro-
wadzano elektroforeze zmieniajgc czas w zakresie 1—6 godz., gradient napiecia 8—
20 V/em oraz miejsce naniesienia prébki. Do wywolywania stosowano uniwersalny
test ninhydrynowy (0,2% roztwér w acetonie) oraz test molibdenianowy w modyfi-
kacji Saito i Akashi (4) o nastepujacym skiadzie: 2 ml 70% HCIO; 5 ml 8,3%
molibdenianu amonu, 2 ml stez. HCl, 40 ml CHCl;, 20 ml eteru, 20 ml CH,OH
i 25 mi C,H;OH.

Kazdy elektroforegram przecinano na dwa paski, z ktérych jeden wywotywano
ninhydryng i pozostawiano do wysuszenia w temperaturze pokojowej. Fioletowor6-
zowe plamy P-Ser i P-Thr pojawialty sie zwykle po uplywie 2—5 min. Drugi pasek
zarurzano w odczynniku molibdenianowym, suszono przez 3 min. w termostacie
o temp. 50°C i na$§wietlano promieniami ultrafioletowymi (U.V. Lamp — Hanovia,

Anglia) az do momentu ukazania sie niebieskich plam, §wiadezacych o obecno$ci
fosforanéw.

Warunki hydrolizy ustalano r6wniez eksperymentalnie, Prébki biatka (1-—4 mg)
zatapiano w fiolkach szklanych z 3 N lub 6 N kwasem solnym i umieszczano w ter-
mostacie o temp. 100°C na 2 lub 4 godz.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone badania porownawcze wykazaly, ze najlepszy rozdzial
P-Ser od P-Thr jak réwniez obu tych estréw od pozostalych skladnikow
hydrolizatu bialkowego uzyskiwano w buforze mréwczanowo-octanowym,
PH 2,2 w czasie 1 godz., przy napieciu 20 V/om i natezeniu 1,25 mA/em,
Rozdzielane preparaty nanoszono w linii $rodkowej elektroforegramu.

W tych warunkach estry fosforanowe seryny i treoniny oraz fosforan
nieorganiczny migrowaly do anody, natomiast wszystkie inne aminokwasy
przesuwaly sie w kierunku katody. Typowe elektroforegramy przedsta-
wia ryc. 1.

Paski ,,@” wywolano odczynnikiem molibdenianowym, paski ,,b” nin-
hydryng. Najmniejszg ruchliwosé elektroforetyczng posiadala fosfotreo-
nina, szybciej migrowala fosfoseryna, a najszybciej fosforan nieorganicz-
ny. Dawato to w efekcie zadowalajacy rozdzial tych zwigzkoéow.

Z przebadanych réznych wariantéw hydrolizy, najkorzystniejsza oka-
zala sie hydroliza 4-godzinna z 3 N HCIl. Przedluzenie czasu hydrolizy
lub zwiekszenie stezenia kwasu solnego powodowalo czesciowe rozlozenie
estrow, co wyrazalo sie pojawieniem trzeciego prazka, odpowiadajgcego
polozeniem fosforanowi nieorganicznemu. Oczywiscie prazki P-Ser
i P-Thr byly woéwczas odpowiednio slabsze, a niekiedy znikaly calko-
wicie. Natomiast skrécenie czasu lub cbnizenie stezenia HCl dawato hy-
drolize niepelng i woéwczas nie wykrywano zadnych prazkow.

W optymalnych warunkach w hydrolizacie kazeiny wykrywano po

stronie anodowe]j elektroforegramu dwa prazki odpowiadajgce fosfosery-
nie i fosfotreoninie (ryc. 2).
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Podkresli¢ nalezy, ze P-Ser i P-Thr wykrywalo w kazeinie wielu
autoréow (1, 9). W niniejszych badaniach zastosowano ja jako modelowy
fosfoproteid do opracowania optymalnych warunkéw hydrolizy i spraw-
dzenia przydatnosci proponowanej metody rozdzielania fosfoseryny i fos-
fotreoniny do wykrywania ich w biatkach.

Ryciny 3 i 4 przedstawiajg kolejno elektroforegramy hydrolizatow
histonéw moézgowych i watrobowych oraz zasadowych bialek rybosoméw
mozgu i watroby. Na elektroforegramach, wywolywanych zar6wno nin-
hydryng, jak i odczynnikiem molibdenianowym, w analizowanych histo-
nach wykrywano jeden prazek odpowiadajacy fosfoserynie, natomiast
w zasadowych biatkach rybosomalnych wykrywano dwa prazki odpowia-
dajace fosfoserynie i fosfotreoninie. Tozsamo$¢ obu prazkéw potwierdzo-
no przy pomocy markerd6w — wzorcowych preparatéw P-Ser i P-Thr.

Brak prazka fosfotreoniny na elektroforegramach histonéw nie wy-
klucza mozliwosci wystepowania tego estru w analizowanych biatkach.
Wiadomo bowiem, ze czestos¢ wystepowania reszt fosfotreoninowych jest
mniejsza niz fosfoserynowych. Mozna jednak przypuszczaé, ze polgczenie
opracowanej przez nas metody z technikg izotopowsg (autoradiografia)
pozwoli na wykrycie znikomych ilosci fosfotreoniny, ktérych nie udaje
sie stwierdzi¢ testem ninhydrynowym i molibdenianowym.

Wnioski

1. Zastosowana technika elektroforezy $rednionapieciowej do rozdzie-
lania P-Ser i P-Thr jest znacznie mniej pracochlonna i czasochlonna niz
metody opisane w literaturze.

2. Metoda ta moze byé¢ stosowana do wykrywania P-Ser i P-Thr
w hydrolizatach bialkowych.

3. Wykazano obecnos¢ P-Ser w histonach oraz P-Ser i P-Thr w za-

sadowych bialkach rybosomalnych moézgu i watroby 14-dniowych zarod-
kéw kurzych.
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PE3IOME

Paspaboran mnpocroit Meron obnapymxenma ocdocepuHa u  doccorpeouusa
B 6enkax. BeJkM ruapoNM30BaHO U pacCHpefesieHO METOAOM CPENHEBOJILTHOrO 3JeK-
Tpodope3a. B ONTUMANbHbBIX, 3KCIEPUMEHTANLHO YCTAHOBJEHHBIX yCJa0BMAX, docdo-
cepuH u HochoTPEOHMH MIEHTMDULMPOBAHO KaK OTAENbHble (PPaKUMM O AHOZHOM
IBUKMMOCTH, B TO JX€ BDE€Ms OCTaJibHble aMMHOKMCJIOTHI MUTDUPOBAJIM K KaTOAY.

IIpy momouM 3TOrO MeToja YCTAHOBJEHO BhICTyIJeHME (hOCOCEPUHA B THUCTO-
HaX, a TakKe docdocepuna u docdorpeouna B pubocoManbHbIX OeJkax Mo3sra
M neyeHu 14-aHeBHbIX KYPMHBIX SMOGDPHOHOB.

SUMMARY

A simple method for the detection of phosphoserine and phosphothreonine in
phosphoproteins has been elaborated. The samples of protein were gently hydrolyzed
and then the electrophoresis was carried out. Under optimal conditions phospho-
serine and phosphothreonine were identified as separate strips in the anodic part
of the electropherogram, while the other amino acids moved to the catode.

Thanks to this mehod it was possible to confirm the presence of phosphoprotein
fractions in the histones and in the ribosomal basic proteins from the brain and
liver of 14 days old chick embryos.



