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A b b r e v i a t i o n s

The a b b r e v i a t i o n s  r e c o m m e n d e d  by t h e  B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  

( 1 9 8 1 )  i n  i t s  I n s t r u c t i o n s  t o  A u t h o r s  ( B i o c h e m ,  J .  1 9 3 , 4 - 2 7 )  

h a v e  b e e n  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  t h e s i s  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  

a d d i t i o n s  : -

BHK

BSA

PPO

POPOP

ÏEMED

SDS

b a b y  h a m s t e r  k i d n e y  f i b r o b l a s t s  

b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n

2 , 5  d i p h e n y l o x a z o l e

p - b i s -  2 - ( 5 - P h e n y l o x a z o l y l )  - b e n z e n e  

N , N , N ’ N' -  t e t r a m e t h y l e t h y l e n e  d i a m i n e  

s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e

The s y s t e m  o f  n o m e n c l a t u r e  f o r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  p r o p o s e d  

by McConkey _et ( 1 9 7 9 )  was  u s e d  i n  t h i s  t h e s i s .

One u n i t  o f  p r o t e i n  k i n a s e  i s  t h e  a m o u n t  o f  enzyme t h a t  

w i l l  c a t a l y s e  t h e  t r a n s f e r  o f  one  p i c o m o l e  o f  p h o s p h a t e  f r o m  

ATP t o  a p r o t e i n  s u b s t r a t e  i n  one  m i n u t e .

1  A g g Q  U n i t The q u a n t i t y  of ma te r i a l  contained i n  1 ml 

of  a s o l u t i o n  which has an absorbance of 1 

a t  260 nm, when measured in  a c e l l  wi th  a 

1 cm l i g h t  pa th .  This i s  t aken to  be equ iva l en t  

to ;

100 p.g of  ribosomes,  or 

50 pg of r ibosomal  RIA
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Ill

Summary

Two d i f f e r e n t  c a s e i n  k i n a s e  (CKI a n d  C K I I )  a n d  one  

h i s t o n e  k i n a s e  (HK) a c t i v i t i e s  w e r e  r e s o l v e d  f r o m  t h e  r i b o s o m e -  

f r e e  c y t o p l a s m  o f  K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  by  c h r o m a t o g r a p h y  on  

D E A E - c e l l u l o s e  a n d  p h o s p h o c e l l u l o s e .  One o f  t h e s e ,  CKII  was  

a b l e  t o  u s e  e i t h e r  ATP o r  GTP. t o  p h o s p h o r y l a t e  t h e  a c i d i c  60S 

s u b u n i t  p r o t e i n  , b u t  p h o s p h o r y l a t e d  no  o t h e r  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s ,  A s e c o n d  c a s e i n  k i n a s e ,  CKI c o u l d  u s e  ATP b u t  n o t  

GTP,  t o  p h o s p h o r y l a t e  . CKI was  l e s s  s p e c i f i c  t h a n  CKII  a n d  

a p a r t  f r o m  was  a b l e  t o  p h o s p h o r y l a t e  a  n u m b e r  o f  p r o t e i n s  

w h i c h  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  v i v o  ( S 6 ,  Sa a n d  S b )  a s  w e l l  a s  a 

p r o t e i n  w h i c h  was  n o t  p h o s p h o r y l a t e d  v i v o  ( S 7 ) . The o t h e r  

k i n a s e ,  HK was  a b l e  t o  u s e  ATP t o  p h o s p h o r y l a t e  S6 a s  w e l l  a s  

o t h e r  p r o t e i n s  ( S 7 ,  S I O ,  S I 4 , S 2 0 a n d  L35)  w h i c h  w e r e  n o t  

p h o s p h o r y l a t e d  v i v o .

None o f  t h e s e  t h r e e  p r o t e i n  k i n a s e s  w<as"# s t i m u l a t e d  by  

c y c l i c  AMP o r  i n h i b i t e d  b y  t h e  h e a t  s t a b l e  c y c l i c  A M P - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  i n h i b i t o r  p r o t e i n ,  CKI a n d  CKII  w e r e  b o t h  

i n h i b i t e d ,  t o  d i f f e r e n t  e x t e n t s ,  by  h e p a r i n  w h e r e a s  HK a c t i v i t y  

was  s t i m u l a t e d  by  t h e  p r e s e n c e  o f  h e p a r i n .  N e i t h e r  CKI n o r  

CKII  was  a f f e c t e d  by  t h e  p r e s e n c e  o f  c a l m o d u l i n  b u t  HK was 

s t i m u l a t e d  f o u r - f o l d ,  C K I I ,  b u t  n o t  CKI o r  HK, was  s e l e c t ­

i v e l y  i n h i b i t e d  b y  p r o t e i n  k i n a s e  i n h i b i t o r  p r o t e i n  ' CKGI '

( J o b  _eb , 1 9 7 9 ) .  K r e b s  I I  a s c i t e s  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  S 3 ,

S2 a n d  L I 4 ( w h i c h  b e ca m e  p h o s p h o r y l a t e d  wh e n  a s c i t e s  c e l l  

i n c u b a t i o n  med i um c o n t a i n e d  g l u c o s e  a n d  a m i n o  a c i d s )  w e r e  n o t  

p h o s p h o r y l a t e d  b y  a n y  o f  t h e s e  t h r e e  p r o t e i n  k i n a s e s .  A s c i t e s  

c e l l s  i n c u b a t e d  i n  medium c o n t a i n i n g  g l u c o s e  a n d  a m i n o  a c i d s



IV

h o w e v e r  c o n t a i n e d  a l a b i l e  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  n o t  s e e n  

p r e v i o u s l y .

P r o t e i n  k i n a s e s  f r o m  b o t h  K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  a n d  

o t h e r  t i s s u e s  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s  o f  s i m i l a r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  t o  S6 a n d  i n  a p r e p a r a t i o n  o f  e x t r a c t e d  r i b o s o m a l  

p r o t e i n .

P r o t e i n  k i n a s e s  f r o m  t h e  c y t o s o l  o f  BHK c e l l s  w e r e  

r e s o l v e d  on D E A E - c e l l u l o s e .  I n  c y t o s o l  f r o m  c e l l s  i n f e c t e d  by  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a  n o v e l  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  was  d e t e c t e d  

A n a l y s i s  on  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s h o w e d  t h a t  

a n  a s  y e t  u n i d e n t i f i e d  p r o t e i n  o f  t h e  4 OS s u b u n i t  o f  m o l e c u l a r  

w e i g h t  2 2 , 0 0 0  was  s p e c i f i c a l l y  p h o s p h o r y l a t e d  by t h i s  new 

p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y .



1 .  INTRODUCTION



1 , 1  The E u k a r y o t i c  R i b o s o m e

The r i b o s o m e  i s  c e n t r a l  i n  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  g e n e t i c  

i n f o r m a t i o n  i n t o  p r o t e i n s  r e q u i r e d  f o r  t h e  s t r u c t u r e  a n d  

f u n c t i o n  o f  t h e  c e l l .

The f i r s t  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  r i b o s o m e s  came 

f r o m  C l a u d e  ( 1 9 4 1 )  who o b s e r v e d  m i c r o s c o p i c  p a r t i c l e s  w i t h i n  

c h i c k  a n d  m a m m a l i a n  e m b r y o  c e l l s ,  a n d  a l s o  f r o m  L u r i a ,  D e l b r u c k  

a n d  A n d e r s o n  ( 1 9 4 3 )  who s i m i l a r l y  o b s e r v e d  g r a n u l a r  p a r t i c l e s  

i n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  p h a g e  l y s e d  E .  c o l i . S t u d i e s  by 

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  ( P a l a d e  a n d  S i e k e v i t z ,  1 9 5 6 )  a n d  e l e c t r o p h o ­

r e s i s  ( P e t e r m a n n ,  H a m i l t o n  a n d  M i z e n ,  1 9 5 4 )  c o n f i r m e d  t h e  e x i s t ­

e n c e  o f  t h e s e  s t r u c t u r e s ,  a n d  t h e i r  n u c l e o p r o t e i n  c o m p o s i t i o n .  

S u b s e q u e n t l y  t h e  t e r m  ' r i b o s o m e '  was  f i r s t  u s e d  by  R o b e r t s  

( 1 9 5 8 )  t o  d e s c r i b e  t h i s  r i b o n u c l e o p r o t e i n  p a r t i c l e .  At  a b o u t  

t h i s  t i m e  a d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  RNA c o n t e n t  o f  

a c e l l  a n d  t h e  r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  was  s h o wn  by  B r a c k e t  

( 1 9 4 1 )  a n d  C a s p e r s o n  ( 1 9 4 1 ) .

D i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h e  r o l e  o f  r i b o s o m e s  i n  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  was  s hown  by p u l s e  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  u s i n g  r a d i o -  

a c t i v e l y  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d s ,  i n . r a t  l i v e r  ( L i t t l e f i e l d  a l . ,  

1 9 5 5)  a n d  l a t e r  i n  E .  c o l i  ( M c Q u i l l e n ,  R o b e r t s  a n d  B r i t t e n ,

1 9 5 9 ) .  I n  t h e s e  s t u d i e s  i t  was  f o u n d  t h a t  t h e  r i b o s o m a l  

f r a c t i o n  was  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  much more  r a p i d l y  t h a n  t h e  

b u l k  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p r o t e i n s  i n d i c a t i n g  t h a t  r i b o s o m e s  

w e r e  t h e  s i t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .

S e d i m e n t a t i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  r i b o s o m e  o f  t h e  p r o k a r y o t e  

E .  c o l i  s h o w e d  i t  t o  h a v e  a s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  7 0 S ,  

a n d  t h a t  i t  c o u l d  be d i s s o c i a t e d  t o  g i v e  a 3 OS a n d  a 5OS



s u b u n i t  ( T i s s i e r e s  2 Î .  £ i *   ̂ 1 9 5 9 )  a t  l o w  m a g n e s i u m  c o n c e n t r a t i o n s  

( C h a o ,  1 9 5 7 ) .  S i m i l a r l y  t h e  80S e u k a r y o t i c  r i b o s o m e  was  s hown  

t o  c o n s i s t  o f  a 4 OS a n d  a 60S s u b u n i t ,  ( P e t e r m a n n ,  1 9 6 4 ) . 

E v i d e n c e  f r o m  s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  c a r b o z y m e t h y l -  

c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  r i b o s o m e s  c o n t a i n  

a l a r g e  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  ( W a l l e r ,  1 9 6 4 ) .  T h i s  

was  c o n f i r m e d  b y  a n a l y s i s  on p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  

p e p t i d e  m a p p i n g ,  a n d  f u r t h e r  c h r o m a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n  o f  t h e  

p r o t e i n s  ( T r a u t ,   ̂ 1 9 6 7 ;  K a l t s c h m i d t  2 Î .  > 1 9 6 7 ;

H a r d y  ejb a J . . ,  1 9 6 9 ) .  The E .  c o l i  r i b o s o m e  was  e v e n t u a l l y  

shown  t o  c o n t a i n  21 u n i q u e  p r o t e i n s  i n  t h e  3 OS s u b u n i t ,  a n d  34 

i n  t h e  5 OS s u b u n i t  ( W i t t m a n n ,  _et * ; 1 9 B o ) .  E u k a r y o t i c  

r i b o s o m e s  h a v e  b e e n  sh own  t o  c o n t a i n  b e t w e e n  70  a n d  85 d i f f e r e n t  

p r o t e i n s  ( r e v i e w e d  by Wool ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  v a r i a t i o n  i n  a n um b er  

m i g h t  r e f l e c t  g e n u i n e  d i f f e r e n c e s  i n  n u m b e r  i n  d i f f e r e n t  s p e c i e s  

o f  e u k a r y o t e s  (Wool  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 4 )  o r  a l t e r n a t i v e l y  i t  

c o u l d  r e s u l t  f r o m  t h e  d i f f i c u l t y  i n  d e c i d i n g  w h e t h e r  o r  n o t  

a p r o t e i n  i s  a r i b o s o m a l  s t r u c t u r a l  p r o t e i n  ( W a r n e r  e t  a l . ,

1 9 7 3 ) .

The m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  m a m m a l i a n  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  

h a v e  b e e n  e s t i m a t e d  t o  be  a p p r o x i m a t e l y  1 , 5  x 10^ f o r  t h e  4 OS 

a n d  2 . 9  X 10^  f o r  t h e  60S ( H a m i l t o n , .  P a v l o v e c  a n d  P e t e r m a n n ,  

1 9 7 1 ) .  The t e r m  ' 8 0 S  r i b o s o m e '  i s  commonl y  u s e d  t o  r e f e r  t o  

e u k a r y o t i c  r i b o s o m e s ,  a l t h o u g h  t h i s  t e r m  i s  s o m e w h a t  m i s l e a d i n g  

s i n c e  t h e  m a s s  o f  t h e ' 8 0  r i b o s o m e '  c a n  v a r y  f r o m  3 . 9  x 10^  i n  

p l a n t s  t o  4 . 5 5  x 10^  i n  mammals  ( Ca mma rano  _ejt , 1 9 7 2 ) .

F o u r  s p e c i e s  o f  RNA h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  e u k a r y o t i c  

r i b o s o m e ,  18S i n  t h e  4 OS s u b u n i t :  a n d  2 8 8 ,  58 a n d  5 . 8 5  i n  t h e



60S s u b u n i t  ( r e v i e w e d  by  Maden ,  1 9 7 1 ) ,  T h i s  c o m p a r e s  t o  

t h r e e  RNA m o l e c u l e s  i n  t h e  E . c o l i  r i b o s o m e ;  16S ( K u r l a n d ,

I 9 6 0 )  i n  t h e  30S s u b u n i t ,  a n d  23S ( S t a n l e y  a n d  B l o c k ,  1 9 6 5 )  

a n d  5S ( R o s s e t  a n d  M o n i e r ,  1 9 6 3 )  i n  t h e  5OS s u b u n i t .

R i b o s o m e s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  w i t h i n  a l l  e u k a r y o t e s  

( r e v i e w e d  by  Wool  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 4 ;  B i e l k a  a n d  S t a h l ,  1 9 7 8 ;

Wool ,  1 9 7 9 ;  a n d  Woo l ,  1 9 8 0 )  a n d  p r o k a r y o t e s  ( r e v i e w e d  by  

J a s k u m a s ,  Nomura a n d  D a v i e s  1 9 7 4 ;  B r i m a c o m b e ,  S t o f f l e r  a n d  

W i t t m a n n ,  1 9 7 8 ;  Osawa a n d  H o r i ,  1 9 8 0 ) ,  I n  a d d i t i o n  i t  h a s  

b e e n  f o u n d  t h a t  r i b o s o m e s  e x i s t  w i t h i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  ( B o r s t  

a n d  G r i v e l l ,  1 9 7 1 ;  K r o o n ,  A g s t e r i b b e  a n d  De V r i e s ,  1 9 7 2 )  a n d  

c h l o r o p l a s t  ( L y t t l e t o n ,  1 9 6 2 )  b u t  a r e  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  i n  

t h e  c y t o p l a s m .  C h l o r o p l a s t  r i b o s o m e s  h a v e  a s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  a p p r o x i m a t e l y  70S a n d  c o n t a i n  s i m i l a r  r i b o s o m a l  

RNA s p e c i e s  t o  b a c t e r i a  i . e .  1 6 S ,  23S a n d  5S ( r e v i e w e d  by  

Chua a n d  L u c k ,  1 9 7 4 ;  B o y n t o n ,  G i l l h a m  a n d  L a m b o w i t z , 1 9 8 0 ) .  

M i t o c h o n d r i a l  r i b o s o m e s  f r o m  f u n g i  a n d  h i g h e r  p l a n t s  h a v e  a 

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  7 0 - 7 5 S  a n d  c o n t a i n  t w o  l a r g e  

s p e c i e s  o f  rRNA a n d  a 5S RNA w h e r e a s  t h o s e  f r o m  a n i m a l  c e l l s  

h a v e  a s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  55S-6OS a n d  c o n t a i n  o n l y  

t h e  two  l a r g e r  s p e c i e s  o f  rRNA ( r e v i e w e d  b y  Chua a n d  L u c k ,

1 9 7 4 ;  B o y n t o n ,  G i l l h a m  a n d  L a m b o w i t z ,  1 9 8 0 ) .  M i t o c h o n d r i a l  

a n d  c h l o r o p l a s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  a r e  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  

f o u n d  i n  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s ,  a l t h o u g h  m o s t  o f  t h e s e  o r g a n e l l e  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  a r e  e n c o d e d  by  n u c l e a r  DNA a n d  a r e  s y n t h e s i s e d  

on  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s  ( Chua  a n d  L u c k ,  1 9 7 4 ) .  On l y  c y t o ­

p l a s m i c  e u k a r y o t i c  r i b o s o m e s  w i l l  be c o n s i d e r e d  f u r t h e r .



1 . 1 . 1  R i b o s o m a l  P r o t e i n s

S i n c e  t h e r e  a r e  no  c o v a l e n t  b o n d s  b e t w e e n  t h e  c o m p o n e n t s  

o f  a r i b o s o m e ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  d e f i n e  w h a t  e x a c t l y  i s  a 

r i b o s o m a l  p r o t e i n .  T h i s  i s  e s p e c i a l l y  i m p o r t a n t  s i n c e  ma^y 

p r o t e i n s  c a n  b i n d  t o  r i b o s o m e s  b o t h  s p e c i f i c a l l y  ( e . g .  i m i t a t i o n  

f a c t o r s  i n  b o t h  p r o k a r y o t e s  a n d  e u k a r y o t e s :  W e i s s b a c h  a n d  O c h o a ,

1 9 7 6 )  a n d  n o n - s p e c i f i c a l l y  ( e . g .  E .  c o l i  R Na s e :  W a l l e r ,  1 9 6 4 ) .

F o r  m o s t  p u r p o s e s  p r o t e i n s  a r e  u s u a l l y  r e g a r d e d  a s  r i b o s o m a l  

i f  t h e y  r e m a i n  w i t h  t h e  r i b o s o m e  a f t e r  r e p e a t e d  w a s h i n g  w i t h  

h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s a l t  (Woo l  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 4 ) .

H o w e v e r ,  t h i s  c a n  l e a d  t o  d i f f i c u l t i e s  s i n c e  t h e  h i g h  s a l t  

c o n c e n t r a t i o n s  n e e d e d  t o  r e m o v e  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  c a n  

s o m e t i m e s  r e m o v e  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( H a r d y ,  1 9 7 5 ) .

Z i n k e r  a n d  W a r n e r  ( 1 9 7 6 )  h a v e  e x p a n d e d  t h e  d e f i n i t i o n  o f  

a r i b o s o m a l  p r o t e i n  t o  i n c l u d e  t h r e e  c l a s s e s  o f  p r o t e i n .

C l a s s  one  p r o t e i n s  a r e  a s s e m b l e d  w i t h  a  r i b o s o m a l  RNA m o l e c u l e  

i n  t h e  n u c l e u s ,  a n d  r e m a i n  w i t h  t h a t  RNA m o l e c u l e .  C l a s s  

t wo  p r o t e i n s  u n d e r g o  e x c h a n g e  b e t w e e n  t h e  r i b o s o m e  a n d  t h e  

s o l u b l e  c y t o p l a s m i c  p r o t e i n  i n  v i v o  a s  s h own  by  t h e i r  a p p e a r a n c e  

o n  r i b o s o m e s  when  no r i b o s o m e  s y n t h e s i s  i s  t a k i n g  p l a c e  ( W a r n e r  

 ̂ 1 9 7 3 ) .  T h e s e  p r o t e i n s  r e m a i n  p a r t  o f  t h e  r i b o s o m e  

u n d e r  w a s h i n g  c o n d i t i o n s  o f  h i g h  i o n i c  s t r e n g t h .  C l a s s  t h r e e  

p r o t e i n s  c a n  be  r e m o v e d  by  w a s h i n g  w i t h  h i g h  i o n i c  s t r e n g t h  

s a l t  a n d  may e i t h e r  be  e s s e n t i a l  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( e . g .  

p r o t e i n  S I  i n  E .  c o l i  : Van D i e i j e n  _et aA.  , 1 9 7 5 )  o r  a d v e n t i t ­

i o u s l y  a d s o r b e d  p r o t e i n s .

R i b o s o m e s  c a n  be  d i s s o c i a t e d  i n t o  4 OS a n d  60S s u b u n i t s  

u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  l o w  m a g n e s i u m  c o n c e n t r a t i o n  a n d  h i g h  i o n i c



s t r e n g t h  ( M a r t i n  a n d  Wool ,  I 9 6 0 )  a n d  t h e s e  s u b u n i t s  c a n  be 

s e p a r a t e d  on t h e  b a s i s  o f  t h e i r  d i f f e r e n t  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  ( e . g .  by  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n ) .  

R i b o s o m a l  p r o t e i n s  c a n  t h e n  be e x t r a c t e d  f r o m  t h e  p u r i f i e d  

s u b u n i t s  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h i c h  w i l l  s o l u b i l i z e  t h e  p r o t e i n s ,  

b u t  w i l l  a t  t h e  same t i m e  p r e c i p i t a t e  r i b o s o m a l  RNA ( e . g .

L i t h i u m  C h l o r i d e  -  U r e a  : Huvos  a n d  Cox,  1 9 7 5 ;  HCl : W e l f l e ,  

S t a h l  a n d  B i e l k a ,  1 9 7 2 ;  o r  g u a n i d i n e  - HCl : Huvos  a n d  Cox,  

1 9 7 5 ) .  H ow ev e r  t h e  m e t h o d  o f  S h e r t o n  a n d  Wool  ( 1 9 7 2 ) ,  w h i c h  

u s e s  a c e t i c  a c i d  a n d  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  ( c . f ,  2 . 3 . 8 )  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  a s  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  ( B i e l k a  a n d  S t a h l ,  1 9 7 8 ;

Wool ,  1 9 7 9 ) .

R i b o s o m a l  p r o t e i n s  c a n  be p a r t i a l l y  r e s o l v e d  by  o n e ­

d i m e n s i o n a l  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n t o  

a n um b e r  o f  p r o t e i n  b a n d s .  Ho wev e r  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  

many p r o t e i n s  a r e  s i m i l a r  w h i c h  means  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  

d i s c r e t e  b a n d s  s e e n  on o n e - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

( a p p r o x i m a t e l y  20  f o r  4 OS s u b u n i t  p r o t e i n  a n d  21 f o r  60S 

s u b u n i t  p r o t e i n )  i s  f a r  f e w e r  t h a n  t h e  a c t u a l  n u mb e r  o f  

p r o t e i n s  ( C o l l a t z  ^  , 1 9 7 7 ;  T s u r u g i  £ t  aj^,  , 1 9 7 7 ) ,

B e t t e r  r e s o l u t i o n  a n d  e s t i m a t e s  o f  t h e  n u m b e r  o f  p r o t e i n s  

h a v e  b e e n  o b t a i n e d  by  t w o - d i m e n s i o n a l  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s .  K a l t s c h m i d t  a n d  W i t t m a n n ( 1 9 7 0 )  d e v i s e d  

a s y s t e m  f o r  t h e  r e s o l u t i o n  o f  E . c o l i  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  

w h i c h  p r o t e i n s  w e r e  s e p a r a t e d  on t h e  b a s i s  o f  n e t  c h a r g e  a t  

pH 8 . 7  a t  l ow a c r y l a m i d e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  and 

mainly on the b a s i s  of  s i z e  a t  h i g h  a c r y l a m i d e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  

s e c o n d  d i m e n s i o n .  T h i s  s y s t e m  was  u s e d  w i t h  e u k a r y o t i c  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  by W e l f l e ,  S t a h l  a n d  B i e l k a  ( 1 9 7 1 ) ;  Huynh



D e l a u n y  a n d  S o h a p i r a  ( 1 9 7 1 )  a n d  S h e r t o n  a n d  Wool  ( 1 9 7 2 )  t o  

e n u m e r a t e  t h e  p r o t e i n s  i n  r a t  l i v e r  r i b o s o m e s .

O t h e r  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m s  h a v e  

b e e n  d e v i s e d  i n  w h i c h  t h e  f i r s t - d i m e n s i o n a l  pH d i f f e r s  f r o m  

t h a t  u s e d  b y  K a l t s c h m i d t  a n d  W i t t m a n n ( 1 9 7 0 )  a n d  SDS h a s  b e e n  

i n c l u d e d  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  ( e . g .  M a r t i n i  a n d  G o u l d ,  1 9 7 5 ;  

M e t s  a n d  B o g o r a d ,  1 9 7 4 ) .  A m o d i f i e d  f o r m  o f  t h e  K a l t s c h m i d t -  

W i t t m a n n g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  h a s  b e e n  i n t r o d u c e d  by 

L a s t i c k  a n d  McConkey ( 1 9 7 6 ) ,  a n d  i t  r e s u l t s  i n  t h e  s e p a r a t i o n  

o f  m o s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n t o  d i s c r e t e  s p o t s  ( c . f .  2 . 3 . 1 9 ) .

The p o s i t i o n s  o f  s e p a r a t e  p r o t e i n  s p o t s  on  t w o - d i m e n s i o n a l  

g e l s  f o r m s  t h e  b a s i s  o f  n o m e n c l a t u r e  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

( F i g  1 , 1 ) .  A r e c e n t  a t t e m p t  t o  s t a n d a r d i s e  t h e  n o m e n c l a t u r e  

o f  b a s i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  h a s  b e e n  u n d e r t a k e n  by  McConkey 

e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 ) ,  a n d  t h i s  i s  t h e  s y s t e m  o f  n o m e n c l a t u r e  w h i c h  h a s  

b e e n  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  ( F i g  1 . 1 ) .  One p r o b l e m  w i t h  

t h e  Kal t schmidt  and Wittmann t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

s y s t e m  i s  t h a t  a c i d i c  p r o t e i n s  o f  i s o e l e c t r i c  p o i n t  l e s s  t h a n

8 . 6  w i l l  m i g r a t e  i n  t h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  t o  t h e  more  b a s i c  

p r o t e i n s .  T h i s  m a kes  a n a l y s i s  o f  a l l  t h e  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

on a s i n g l e  g e l  d i f f i c u l t .  To o v e r c o m e  t h i s  p r o b l e m  K n o p f  

e t  a l . ,  ( 1 9 7 5 )  d e v i s e d  a t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  s y s t e m  i n  w h i c h  

t h e  f i r s t  d i m e n s i o n a l  pH was  5 . 0 ,  w i t h  a c o n v e n t i o n a l  

K a l t s c h m i d t - W i t t m a n n s e c o n d  d i m e n s i o n .  H o w e v e r ,  a b e t t e r  s y s t e m  

f o r  t h e  r e s o l u t i o n  o f  v e r y  a c i d i c  p r o t e i n s  was  d e r i v e d  f r o m  

t h a t  o f  K n o p f  epb aU.. , ( 1 9 7 5 )  by  L e a d e r  a n d  C o i a  (1978a) d e s c r i b e d  

i n  2 . 3 . 2 0 .  I n  t h i s  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m ,  a c i d i c  p r o t e i n s  

o f  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  b e t w e e n  pH 3 . 5 5  a n d  5 , 5  a r e  ' s w e p t '  i n t o  

t h e  f i r s t  d i m e n s i o n a l  g e l  i n  a c o n c e n t r a t e d  b a n d .  I n  t h e



F i g  1 . 1  T w o - D i m e n s i o n a l  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  a n d

N o m e n c l a t u r e  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  

(McConkey  e t  a l . ,  1 9 7 9 )

T h i s  f i g u r e  i s  a s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  408 a n d  

60S r a t  l i v e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  s e p a r a t e d  by  t w o - d i m e n s i o n a l  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( L a s t i c k  a n d  McConkey ,  1 9 7 6 ) .  The 

p r o t e i n s  a r e  n u m b e r e d  f r o m  l e f t  t o  r i g h t  i n  d e s c e n d i n g  t i e r s  

( i . e .  l o w e s t  n um b e r  i s  t o p  l e f t ;  h i g h e s t  n um b e r  i s  b o t t o m  

r i g h t ) .
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s e c o n d  d i m e n s i o n  t h i s  b a n d  i s  r e s o l v e d  t o  g i v e  a c o r r e s p o n d i n g  

' s w e e p - s p o t '  o f  a c i d i c  p r o t e i n s .  I t  s h o u l d  be m e n t i o n e d  

h o w e v e r  t h a t  t h e  r e s o l u t i o n  o f  b a s i c  p r o t e i n s  i s  p o o r e r  i n  t h e  

' S w e e p '  g e l  s y s t e m  t h a n  i n  t h e  s y s t e m  o f  L a s t i c k  a n d  McConkey

( 1 9 7 6 ) .

E u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  p u r i f i e d  by 

c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  ( W o o l ,  1 9 7 9 ) .  T s u r u g i  e t  a l . , ( 1 9 7 7 ) ,  

C o l l a t z  e_l -Li* # ( 1 9 7 7 )  a n d  T s u r u g i  ^  a_l . ,  ( 1 9 7 8 )  h a v e  s e p a r a t e d  

r a t  l i v e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  by  i o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  on 

c a r b o x y m e t h y c e l l u l o s e , p h o s p h o c e l l u l o s e  a n d  D E A E - c e l l u l o s e , 

a s  w e l l  a s  b y  g e l  f i l t r a t i o n .  The n u mb e r  o f  p r o t e i n s  i d e n t i f ­

i e d  by  t h e s e  p r o c e d u r e s  was  84  ( Wo o l ,  1 9 8 0 ) ,  c o n s i d e r a b l y  more  

t h a n  w e r e  e s t i m a t e d  p r e v i o u s l y  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  p o l y a c r y l a m i d e  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  (Wool  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 4 ) .  The i d e n t i t i e s  

o f  t h e s e  p r o t e i n s  w e r e  d e t e r m i n e d  by t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t s  w e r e  e s t i m a t e d  by 

o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( T a b l e  1 . 1 ) .  A n u m b e r  o f  

p r o t e i n s  w e r e  f o u n d  w h i c h  h a d  n o t  b e e n  s e e n  p r e v i o u s l y .  Some 

o f  t h e s e  p r o t e i n s  ( e . g .  t h e  a c i d i c  p r o t e i n s  S a ,  S b ,  P I  a n d  P 2 ) 

m i g h t  h a v e  b e e n  o v e r l o o k e d  i n  e a r l i e r  s t u d i e s  s i n c e  t h e y  d i d  

n o t  m i g r a t e  i n  t h e  same d i r e c t i o n  a s  b a s i c  p r o t e i n s  on  

t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .

Some c a u t i o n  m u s t  be  u s e d  h o w e v e r  b e f o r e  a c c e p t i n g  t h a t  

a l l  o f  t h e s e  p r o t e i n s  p u r i f i e d  f r o m  r a t  l i v e r  a r e  i n  f a c t  

u n i q u e .  Mad j a r  a n d  T r a u t  ( 1 9 8 0 )  h a v e  c o m p a r e d  t h e  p r o t e i n s  

f r o m  r a t  l i v e r  r i b o s o m e s  p r e p a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  

o f  t h e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  p h e n y l m e t h y s u l p h o n y l f l u o r i d e  (PMSF) 

on t h e  ' f o u r - c o r n e r ' t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

s y s t e m  ( M a d j a r  e t  a l . ,  1 9 7 9 ^ .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  PMSF s e v e r a l



Legend to Table 1.1

In  the 40S subunit the = 746,000 ; number o f pro te ins = 34; 

average = 22,000. In  the 60S subunit the = 1 ,049 ,000; number 

of pro te ins = 50 average = 21,000.



Table 1 , 1  Molecular Weights o f  Rat Liver Ribosomal P r o t e i n s  (Wool. 1 9 8 0 ) .

P r o t e i n s

405 Su b un i t

M r ( x l o ' ^ ) P r o t e i n s

60S 

Mr ( x i o

S u buni t

) P r o t e i n s MrCxlO

Sa 4 1 . 5 La 3 7 . 9 L27a 1 8 . 0

Sb 3 3 . 0 Lb 2 9 . 8 L28 1 7 . 8

SI 39.  0 Lf 1 4 . 6 L29 2 0 . 5

S2 3 3 . 1 PI 1 6 . 1 L30 1 4 . 5

S3 3 0 . 4 P2 1 5 . 2 L31 1 5 . 6

S3a 3 2 . 0 P3 1 3 . 0 L32 1 7 . 2

S3b 3 0 . 4 L3 3 7 . 8 L33 1 5 . 6

S4 2 9 . 5 L4 4 1 . 8 L34 15 . 8

S5 2 2 . 8 L5 3 2 . 5 L35 1 7 . 5

S5a 2 1 . 5 L6 3 3 . 0 L35a 1 3 , 7

36 3 1 . 0 L7 2 9 . 2 L36 14 . 3

S7 2 2 . 2 L7a . 2 8 . 7 L36a 1 6 . 2

S8 2 6 . 3 L8 2 8 . 4 L37 1 5 . 4

S 9 2 4 . 3 L9 2 4 . 7 L37a 12 . 8

SIO 2 0 . 1 LIO 2 4 . 2 L38 1 1 . 5

S l l 2 0 . 7 L l l 2 1 . 3 L39 1 1 . 6

S12 1 4 . 9 L12 1 8 . 7

513 1 8 . 6 L13 2 6 . 3

S14 1 7 . 3 L13a 2 4 . 6

315 1 9 . 6 L14 2 5 . 8

S15a 1 5 . 7 L15 2 4 . 5

S16 1 7 . 1 L16 1 8 . 7

S17 1 8 . 0 L17 2 2 . 1

518 1 8 . 5 LIB 2 4 . 5

519 1 7 . 1 L18a 2 1 . 3

520 1 6 . 5 L19 2 5 . 3

521 1 2 . 3 L20 1 6 . 2

5 2 3 / 2 4 1 8 . 8 L21 2 0 . 3

525 1 7 . 0 L22 1 6 . 1

526 1 6 . 5 L23 1 5 . 6

527 1 4 . 5 L23a 1 8 . 0

S27a 1 2 . 8 L25 1 7 . 5

528 1 1 . 3 L26 1 8 . 6

529 1 1 . 2 L27 1 7 . 8
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r a t  l i v e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  d i s a p p e a r e d ,  a n d  some d o u b l e  

p r o t e i n  s p o t s  b ec am e  s i n g l e  s p o t s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  some o f  

t h e  r a t  l i v e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  p u r i f i e d  by  T s u r u g i  e t  a l . ,

( 1 9 7 7 ) ,  C o l l a t z  e_t a ^ .  , ( 1 9 7 7 )  a n d  T s u r u g i  _et a j . ,  , ( 1 9 7 8 )  c o u l d  

be d e r i v e d  f r o m  o t h e r s  by  p r o t e o l y s i s .

The m o l e c u l a r  w e i g h t  n u m b e r  a v e r a g e  f o r  t h e  34 r a t  l i v e r  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  f r o m  4 0 8  s u b u n i t  i s  a p p r o x i m a t e l y  2 2 , 0 0 0  

w i t h  t h e  r a n g e  1 1 , 2 0 0  t o  3 9 , 0 0 0  a n d  f o r  t h e  50 p r o t e i n s  f r o m  

t h e  60S s u b u n i t  t h e  n u mb e r  a v e r a g e  i s  2 1 , 0 0 0  w i t h  t h e  r a n g e  

1 1 , 5 0 0  t o  4 1 , 8 0 0 .

R a t  l i v e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  c o n t a i n  l a r g e  p r o p o r t i o n s  o f  

b o t h  b a s i c  a n d  a c i d i c  a m i n o  a c i d s  ( b e t w e e n  1 5- 30% a n d  1 4 - 2 4 % 

o f  t h e  t o t a l  r e s p e c t i v e l y  : Wool  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 4 ;  B i e l k a

a n d  S t a h l ,  1 9 7 8 ) .  Many o f  t h e  a c i d i c  a m i n o  a c i d s  a r e  a m i d a t e d  

t h u s  a d d i n g  t o  t h e  b a s i c  n a t u r e  o f  m o s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n s .

The a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  many b a s i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

i s  v e r y  s i m i l a r  a n d  t h i s  h a s  b e e n  t a k e n  a s  e v i d e n c e  f o r  a 

p o s s i b l e  e v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e m  ( W o o l ,  1 9 7 9 ) .

S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  e u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  u n l i k e  

p r o k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( W i t t m a n n , L i t t l e c h i l d  a n d  

W i t t m a n n - L i e b o l d ,  1 9 8 0 )  i s  m o s t y i i m i t e d  t o  t h e  a m i n o - t e r m i n u s  o f  

s e v e r a l  r a t  l i v e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( W i t t m a n n - L i e b o l d  e_t a 1 .  ,

1 9 7 9 ) .  One e u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n  w h i c h  h a s  b e e n  

c o m p l e t e l y  s e q u e n c e d  i s  eL 12 f r o m  A r t e m i a  s a l i n a  (Amons ,  

P l u i j m s  a n d  M o l l e r ,  1 9 7 9 ) ,  A c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  e v i d e n c e  

i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  p r o t e i n  i s  t h e  e u k a r y o t i c  e q u i v a l e n t  o f  

E . c o l i  p r o t e i n  L 7 / L 1 2  ( K i s c h a ,  M i l l e r  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 1 )  a n d  

m o s t  e u k a r y o t i c  s p e c i e s  s t u d i e d  c o n t a i n  s i m i l a r  a c i d i c  

p r o t e i n s .  The m o s t  i n t e r e s t i n g  f e a t u r e  o f  t h i s  p r o t e i n  ( i n
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r e l a t i o n  t o  t h e  p r e s e n t  s t u d y )  i s  t h a t  i t  c a n  he  p h o s p h o r y l a t e d ,  

a n d  t h i s  w i l l  be  c o n s i d e r e d  i n  more  d e t a i l  i n  1 . 3 . 3 ,

T w o - d i m e n s i o n a l  g e l  a n a l y s i s  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  f r o m  

d i f f e r e n t  t i s s u e s  o f  t h e  same o r g a n i s m  g i v e s  e s s e n t i a l l y  t h e  

same p a t t e r n  ( M a r t i n i  a n d  G o u l d ,  1 9 7 5 ;  D e l a u n a y  e_t , 1 9 7 3 ;  

F u j i s a w a  a n d  E l i c e i n ,  1 9 7 5 ) .  T h e r e  a r e  some d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

p a t t e r n  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  f r o m  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  

e u k a r y o t e s  ( e , g , c h i c k  a n d  r a t  l i v e r  ; Ramjou-e a n d  G o r d o n ,  1 9 7 7 ;  

HeLa a n d  K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  : I s s i n g e r  a n d  B e i e r ,  1 9 7 8 ;  

r a t  l i v e r  a n d  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  ; Mad j a r  a n d  T r a u t ,  1 9 8 0 )  

s u g g e s t i n g  e v o l u t i o n a r y  d i v e r g e n c e  b e t w e e n  t h e  r i b o s o m e s  o f  

d i f f e r e n t  s p e c i e s .

I n  c o n t r a s t  t o  t h e  w e a l t h  o f  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  

g e n e s  f o r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  E .  c o l i  ( N o m u r a ,  M or g a n  a n d  

J a s k u n a s ,  1 9 7 7 ;  I s o n o ,  1 9 8 0 ;  Nomura a n d  P o s t ,  1 9 8 0 )  much l e s s  

i s  known a b o u t  t h e  g e n e s  f o r  e u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s .

Some r e c e n t  e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  g e n e s  f o r  i n d i v i d u a l  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s  a r e  e n c o d e d  by  m u l t i g e n e  

f a m i l i e s  w i t h  a n  a v e r a g e  o f  t e n  member s  (Monk e_t , 1 9 8 1 ) ,  

a n d  t h a t  t h e s e  g e n e  f a m i l i e s  a r e  w i d e l y  d i s p e r s e d  t h r o u g h o u t  

t h e  genome ( D ' E u s t a c h i o  ^  , 1 9 8 1 ) .

1 . 1 . 2 .  S y n t h e s i s  a n d  A s s e m b l y  o f  E u k a r y o t i c  R i b o s o m e s

R i b o s o m e  s y n t h e s i s  i n  e u k a r y o t e s  r e q u i r e s  t h e  c o o r d i n a t e  

e x p r e s s i o n  o f  g e n e s  e n c o d i n g  b e t w e e n  7 0 - 8 5  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  

a s  w e l l  a s  t h e  g e n e s  s p e c i f y i n g  1 8 S ,  2 8 S ,  5 . 8 S  a n d  5S rRNA 

( P e r r y ,  1 9 7 2 ) .  The s y n t h e s i s  o f  1 8 S ,  28S a n d  5 . 8 S  RNA i s  

c o o r d i n a t e  s i n c e  t h e  g e n e s  f o r  a l l  t h e s e  RNA m o l e c u l e s  b e l o n g
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t o  t h e  same t r a n s c r i p t i o n  u n i t  ( Maden  _e^ , 1 9 7 7 ;  Long  a n d

D a w i d ,  1 9 8 0 ) .  H owev e r  t h e  d i f f e r e n t  genome l o c a t i o n s  o f  t h e  

g e n e s  f o r  5S RNA ( L o n g  a n d  D a w i d ,  1 9 8 0 )  a n d  f o r  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  ( D ' E u s t a c h i o  e_t , 1 9 8 1 )  i n d i c a t e s  t h a t  more  c o m p l e x  

m e c h a n i s m s ,  p e r h a p s  i n v o l v i n g  f e e d b a c k  r e g u l a t i o n  ( P e l h a m  a n d  

Br own ,  1 9 8 0 )  a r e  a l s o  i n v o l v e d .  F u r t h e r  c o m p l e x i t y  i s  a d d e d  

s i n c e  t h e  45S p r e - r R N A  t r a n s c r i p t i o n  u n i t  i s  t r a n s c r i b e d  by 

RNA p o l y m e r a s e  I ,  w h e r e a s  t h e  5S RNA g e n e s  a r e  t r a n s c r i b e d  

by RNA p o l y m e r a s e  I I I ,  a n d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  g e n e s  a r e  t r a n s ­

c r i b e d  by  RNA p o l y m e r a s e  I I .

E u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  a r e  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  

c y t o p l a s m  ( C r a i g  a n d  P e r r y ,  1 9 7 1 ;  M a i s e l  a n d  McCo nk ey ,  1 9 7 1 )  

a n d  m i g r a t e  r a p i d l y  t o  t h e  n u c l e o l u s  ( W a r n e r  a n d  S o e , i r o ,  1 9 6 7 ;  

M a i s e l  a n d  M cC o nk e y ,  1 9 7 1 ;  Wu a n d  W a r n e r ,  1 9 7 1 ) .  L i t t l e  i s  

known a b o u t  t h e  way i n  w h i c h  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  m i g r a t e  t o  t h e  

n u c l e u s .  The n u c l e a r  e n v e l o p e  i s  s t u d d e d  w i t h  p o l y r i b o s o m e s ,  

b u t  t h e s e  do n o t  a p p e a r  t o  be e n r i c h e d  w i t h  mRNA f o r  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  ( C r a i g  a n d  P e r r y ,  1 9 7 1 ) .  The c o m p l e x  s t r u c t u r e  o f  

t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e ,  w i t h  a d o u b l e  l a y e r  o f  m e m b r a n e s  a n d  a 

p r o t e i n a c e o u s  l a m i n a  ( K i r s c h n e r ,  R u s l i  a n d  M a r t i n ,  1 9 7 7 )  makes  

d i r e c t  e x t r u s i o n  o f  n e w l y  f o r m e d  p r o t e i n s  i n t o  t h e  n u c l e u s  

s e e m  u n l i k e l y .  T h e r e  i s  a l s o  l i t t l e  e v i d e n c e  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  t h e  p a s s a g e  o f  p r o t e i n s  i n t o  t h e  n u c l e u s  o c c u r s  by  

p a s s i v e  d i f f u s i o n  o r  some f o r m  o f  f a c i l i t a t e d  t r a n s p o r t  

( W a r n e r  ^  , 1 9 8 0 ) .

W a r n e r  ( 1 9 7 9 )  h a s  s h own  t h a t  m o s t  n e w l y  f o r m e d  p r o t e i n s  

a r e  c o n c e n t r a t e d  1 0  t o  15 f o l d  i n  t h e  n u c l e o l u s  a n d  two t o  

f i v e  f o l d  i n  t h e  n u c l e o p l a s m .  P r e - t r e a t m e n t  o f  c e l l s  w i t h
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a o t i n o m y c i n  D, t o  d e p l e t e  p r e - r R N A ,  h ad  no e f f e c t  on t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  n e w l y  f o r m e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  t h e  

n u c l e u s ,  b u t  d i d  l e a d  t o  a n  i n c r e a s e d  a m o u n t  i n  t h e  n u c l e o p l a s m  

a t  t h e  e x p e n s e  o f  t h e  n u c l e o l u s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  c o n c e n t r a t e  i n  t h e  n u c l e u s  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  

p r e s e n c e  o f  p r e - r R N A .  H o w e v e r ,  s u b s e q u e n t  b i n d i n g  t o  RNA may 

a c c o u n t  f o r  t h e  v e r y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  f o u n d  i n  t h e  n u c l e o l u s .  

T h i s  s u g g e s t i o n  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  f i n d i n g  t h a t  m o s t  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  i n  e q u i m o l a r  a m o u n t s  i n  t h e  n u c l e o l u s .

I n h i b i t i o n  o f  rRNA s y n t h e s i s  by  l ow d o s e s  o f  a c t i n o m y c i n  D 

( t h i s  t r e a t m e n t  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t s  RNA p o l y m e r a s e  I )  s hows  

t h a t  r i b o s o m a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  c o n t i n u e s  f o r  more  t h a n  24  

h o u r s  a f t e r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  453 rRNA h a s  b e e n  s u p p r e s s e d  

( W a r n e r ,  1 9 7 7 ) .  H owev e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  made i n  t h e  

a b s e n c e  o f  453 RNA t r a n s c r i p t i o n  a r e  u n s t a b l e  a n d  a r e  d e g r a d e d  

w i t h  h a l f - l i v e s  o f  3 0 - 9 0  m i n u t e s .  Y e t  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  

t h e y  a r e  v e r y  s t a b l e ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  t h e i r  a s s e m b l y  i n t o  a 

r i b o s o m e  p r o v i d e s  a l o n g - l i v e d  s t r u c t u r e  i n  w h i c h  t h e  c o m p o n e n t s  

a r e  much l e s s  s u s c e p t i b l e  t o  d e g r a d a t i o n  ( W a r n e r ,  1 9 7 7 ) .

T h i s  f i n d i n g  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s y n t h e s i s  o f  pre-mRNA f o r  - 

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  r i b o s o m a l  

p r e c u r s o r  RNA. I n  c o n t r a s t  t o  t h e  c o n t i n u e d  s y n t h e s i s  o f  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  r i b o s o m a l  RNA, i t  a p p e a r s  

t h a t  rRNA s y n t h e s i s  d e c r e a s e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  ( W a r n e r  ejb , 1 9 8 0 ) .

One s u g g e s t e d  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  

e u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i s  t h a t  e a c h  p r o t e i n  c o u l d  l i m i t  

i t s  own s y n t h e s i s  ( W a r n e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  A l t h o u g h  t h e r e  i s  no
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e v i d e n c e  f o r  s u c h  a m e c h a n i s m  i n  e u k a r y o t e s ,  c e r t a i n  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  i n  E . c o l i  do h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  p r e v e n t  t h e  f u r t h e r  

t r a n s l a t i o n  o f  t h e i r  own mRNA by  f e e d b a c k  r e p r e s s i o n  ( D e a n  e t ,

1 9 8 1 ) .

A s s e m b l y  o f  r i b o s o m e s  o c c u r s  i n  t h e  n u c l e o l u s  ( M a d e n ,  1 9 6 8 )  

a n d  a n  80S r i b o n u c l e o p r o t e i n  p a r t i c l e ,  t h o u g h t  t o  be t h e  p r e ­

c u r s o r  f o r  4 OS a n d  60S s u b u n i t s ,  c a n  be i s o l a t e d  f r o m  t h e  n u c l e i  

o f  c e l l s  e n g a g e d  i n  r i b o s o m e  s y n t h e s i s  ( W a r n e r  a n d  S o e i r o ,  1 9 6 7 )  

T h i s  80S p a r t i c l e  c o n t a i n s  t h e  45S p r e - r R N A  t r a n s c r i p t  t o g e t h e r  

w i t h  many 4 OS a n d  60S r i b o s o m a l  p r o t e i n s ,  a n d  some n o n - r i b o s o m a l  

' a s s e m b l y '  p r o t e i n s  ( A u g e r - B u e n d i a  a n d  L o n g u e t ,  1 9 7 8 ;  A u g e r -  

B u e n d i a  ejb 8 ^ .  , 1 9 7 9 ) .  T h i s  80S p a r t i c l e  u n d e r g o e s  m a t u r a t i o n  

t o  g i v e  t h e  4 OS r i b o s o m a l  s u b u n i t  t o g e t h e r  w i t h  a 55..S (HeLa 

c e l l s  : W a r n e r  a n d  S o e i r o ,  1 9 6 7 ;  Kumar  a n d  S u b r a m a n i a n ,  1 9 7 5 )  

o r  60S ( r a t  l i v e r  ; H i g a s h i n a k a g a w a  a n d  M u r a m a t s u ,  1 9 7 4 ;  mouse  

l e u k a e m i a  c e l l s  ; A u g e r - B u e n d i a  a n d  L o n g u e t ,  1 9 7 8 )  r i b o n u c l e o -  

p r o t e i n  p a r t i c l e .

D u r i n g  t h e  m a t u r a t i o n  o f  t h e  80S p r e c u r s o r  p a r t i c l e ,  t h e  

45S p r e - r R N A  t r a n s c r i p t  i s  c l e a v e d  t o  g i v e  18S rRNA a n d  32S 

p r e - r R N A  i n  a p r o c e s s  w h i c h  r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  ( W a r n e r  a n d  Udem, 1 9 7 2 ) ,  . The

5 5 - 6 0 S  p r e c u r s o r  p a r t i c l e  c o n t a i n s  t h e  32S p r e - r R N A ,  t h e  5S 

RNA a n d  a p p r o x i m a t e l y  60  p r o t e i n s  a t  l e a s t  h a l f  o f  w h i c h  a r e  

f o u n d  i n  t h e  m a t u r e  60S r i b o s o m a l  s u b u n i t  (Kumar  a n d  S u b r a ­

m a n i a n ,  1 9 7 5 ) .  Many o f  t h e  n o n - r i b o s o m a l  p r o t e i n s  f o u n d  i n  

t h e  5 5 - 6 0 S  p r e c u r s o r  p a r t i c l e  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o u n d  i n  

t h e  80S p r e c u r s o r  p a r t i c l e  ( A u g e r - B u e n d i a  a n d  L o n g u e t ,  1 9 7 8 ) .  

T h e s e  n o n - r i b o s o m a l  o r  ' a s s e m b l y '  p r o t e i n s  a p p e a r  t o  be u s e d
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r e p e a t e d l y  a s  s c a f f o l d i n g  f o r  r i b o s o m e  a s s e m b l y  i n  t h e  n u c l e o l u s  

( W a r n e r  , 1 9 8 0 ) .  The 5 5 - 6 0 8  p r e c u r s o r  p a r t i c l e  m a t u r e s

t o  g i v e  t h e  60S r i b o s o m a l  s u b u n i t  by  f u r t h e r  p r o c e s s i n g  o f  t h e  

32S p r e - r R N A  t o  288  a n d  5 . 8 8  RNAs a n d  a c h a n g e  i n  t h e  c o m p l e m e n t  

o f  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s .  The p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t r a n s p o r t i n g  

m a t u r e  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  f r o m  t h e  n u c l e u s  t o  t h e  c y t o p l a s m  a r e  

l a r g e l y  unk n o wn  ( W a r n e r  a t  au^ . , 1 9 8 0 ) .

The q u e s t i o n  a s  t o  w h e t h e r  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s  u n d e r g o  

a n  e x c h a n g e  o f  p r o t e i n s  w i t h  f r e e  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  

c y t o p l a s m i c  p o o l s  h a s  b e e n  c o n t r o v e r s i a l .  D i c e  a n d  8 chamke  

( 1 9 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  up t o  17% o f  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  i n  r a t  l i v e r  w e r e  p r e s e n t  i n  f r e e  c y t o p l a s m i c  p o o l s ,  

a n d  t h a t  t h e r e  was  a r a p i d  e x c h a n g e  b e t w e e n  t h e  f r e e  p r o t e i n s  

a n d  t h o s e  i n  r i b o s o m e s .  S u b s e q u e n t  a t t e m p t s  (Wool  and S t o f f l e r ,  1976 

W a r n e r  1 9 7 7 )  h a v e  r e p e a t e d l y  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  

s i g n i f i c a n t  p o o l s  o f  m o s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  t h e  c y t o p l a s m .  

Some e x c h a n g e  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  d o e s  h o w e v e r  t a k e  p l a c e  

b e t w e e n  t h e  r i b o s o m e  a n d  t h e  c y t o p l a s m  ( W a r n e r  a n d  G o r n s t e i n ,  

1 9 7 8 ) ,  b u t  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h i s  e x c h a n g e  i s  r e s t r i c t e d  t o  a 

r e l a t i v e l y  s m a l l  n u m b e r  o f  p r o t e i n s .

R i b o s o m e s  a r e  r e l a t i v e l y  s t a b l e  w i t h  a h a l f - l i f e  o f  

a p p r o x i m a t e l y  f i v e  d a y s  ( H i r s c h  a n d  H i a t t ,  1 9 6 6 )  a n d  t h e y  

a p p e a r  t o  t u r n o v e r  a s  w h o l e  u n i t s  w i t h  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  

b o t h  p r o t e i n s  a n d  rRNA o c c u r r i n g  s i m u l t a n e o u s l y  ( W a r n e r a t  198O



16

1 . 1 . 3 .  The S t r u c t u r e  of .  t h e  R i b o s o m e

The s u p r a m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  r i b o s o m e s  h a s  b e e n  

i n v e s t i g a t e d  b y  a w i d e  r a n g e  o f  c h e m i c a l  a n d  p h y s i c a l  t e c h n i q u e s .  

Mos t  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  c o n c e n t r a t e d  on  E . c o l i  r i b o s o m e s  s i n c e  

t h e  i d e n t i t i e s  o f  a l l  t h e  p r o t e i n  m o i e i t i e s ,  a n d  t h e  p r i m a r y  

s t r u c t u r e  o f  m o s t  o f  t h e s e ,  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  ( W i t t m a n n ,  

L i t t l e c h i l d  a n d  W i t t m a n n - L i e b o l d ,  1 9 8 0 ) .  R e c o n s t i t u t i o n  o f  

E . c o l i  r i b o s o m e s  f r o m  p u r i f i e d  rRNAs a n d  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

h a s  b e e n  u s e f u l  b o t h  i n  t h e  s t u d y  o f  a s s e m b l y  i n t e r m e d i a t e s  

a n d  a l s o  t h e  p r o t e i n  t o p o g r a p h y  o f  t h e  r i b o s o m e  ( r e v i e w e d  by 

N i e r h a u s ,  1 9 8 0 ) .  R e c o n s t i t u t i o n  s t u d i e s  o f  e u k a r y o t i c  r i b o s o m e s  

h a v e  b e e n  l i m i t e d  by  a l a c k  o f  c l e a r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a l l  t h e  

s t r u c t u r a l  r i b o s o m a l  p r o t e i n s ,  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

e u k a r y o t i c  r i b o s o m e  u n d e r g o e s  i r r e v e r s i b l e  s t e p s  i n  t h e  a s s e m b l y  

p r o c e s s  ( e . g .  t h e  r e m o v a l  o f  t r a n s c r i b e d  s p a c e r s  f r o m  t h e  4 5S 

p r e - r R N A  c o u l d  a l l o w  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  t o  o c c u r  i n  t h e  

n a s c e n t  r i b o s o m e  p r e c u r s o r  p a r t i c l e  ; W a r n e r ,  1 9 7 4 ) .  One 

f u r t h e r  a d v a n t a g e  i n  u s i n g  E .  c o l i  t o  s t u d y  r i b o s o m e  s t r u c t u r e  

i s  t h a t  t h e  r i b o s o m a l  c o m p o n e n t s  a r e  much more  a m e n a b l e  t o  

g e n e t i c  a n a l y s i s  i n  E .  c o l i  t h a n  i n  e u k a r y o t e s .

H o w e v e r ,  many o f  t h e  c h e m i c a l  l a b e l l i n g  t e c h n i q u e s  u s e d  

t o  i n v e s t i g a t e  E .  C o l i  r i b o s o m e  s t r u c t u r e  h a v e  b e e n  u s e d  w i t h  

e u k a r y o t e s .  E n z y m a t i c  r a d i o - i o d i n a t i o n  w i t h  l a c t o p e r o x i d a s e  

( L e a d e r ,  1 9 7 5 )  h a s  s ho wn  t h a t  m o s t  e u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

h a v e  a t  l e a s t  some p a r t  o f  t h e i r  s t r u c t u r e  on  t h e  s u r f a c e  o f  

t h e  r i b o s o m a l  s u b u n i t s .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  when
3

r e d u c t i v e  m é t h y l a t i o n  was  u s e d  t o  l a b e l  p r o t e i n s  w i t h  H 

( R e b o u d  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  K i s i l e v s k y ,  W e i l e r  a n d  T r e l o a r ,  1 9 7 8 ) .
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C r o s s l i n k i n g  o f  E . c o l i  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  w i t h  b i f u n c t -  

i o n a l  a g e n t s  ( r e v i e w e d  by  T r a u t ,  19 80 )  a n d  a f f i n i t y  l a b e l l i n g  

o f  s p e c i f i c  s i t e s  i n  t h e  r i b o s o m e  ( r e v i e w e d  by P e l l e g r i n i  a n d  

C a n t o r ,  1 9 7 7 )  h a v e  b e e n  u s e d  t o  b u i l d  maps  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  

t o p o g r a p h y ,  a n d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p r o t e i n s  i n v o l v e d  a t  

s p e c i f i c  f u n c t i o n a l  s i t e s .  C r o s s - l i n k i n g  o f  r a t  l i v e r  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  h a s  r e c e n t l y  b e e n  p e r f o r m e d  i n  b o t h  t h e  408 ( T e r a o _ e t  a l . 

1 9 8 0 )  a n d  60S ( U c h i u m i ,  T e r a o  a n d  O g a t a ,  1 9 8 0 )  s u b u n i t s .  R a t  

l i v e r  405 s u b u n i t  p r o t e i n s  h a v e  a l s o  b e e n  c r o s s l i n k e d  t o  

i n i t i a t i o n  f a c t o r  e I F - 2  ( W e s t e r m a n n  e t  a l , ,  1 9 7 9 ) ,  a n d  p r o t e i n s  S 

a n d  S6 i n  p a r t i c u l a r  h a v e  a l s o  b e e n  c r o s s - l i n k e d  t o  t h e  t e r n a r y  

i n i t i a t i o n  c o m p l e x  ( W e s t e r m a n n ,  N y g a r d  a n d  B i e l k a ,  1 9 8 1 ) .  

P r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  t h e  p e p t i d y l  t r a n s f e r a s e  c e n t r e  o f  r a t  

l i v e r  a n d  y e a s t  60S s u b u n i t s  h a v e  b e e n  l a b e l l e d  w i t h  a n a l o g u e s  

o f  p u r o m y c i n  (Bohm,  S t a h l  a n d  B i e l k a ,  1 9 7 9 ) ,  a n d  tRNA ( S t a h l  

e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  P e r e z - G o s a l b o z , V a z q u e z  a n d  B a l l e s t r a ,  1 9 7 8 ) .  

P r o t e i n s  w i t h i n  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  h a v e  a l s o  b e e n  c r o s s - l i n k e d  

t o  r i b o s o m a l  RNA a n d  p o l y  Ü e i t h e r  c h e m i c a l l y  ( S v o b o d a  a n d  

McConkey ,  1 9 7 8 ;  T e r a o  a n d  O g a t a ,  1979a) o r  by  u l t r a - v i o l e t  

i r r a d i a t i o n  ( R e b o u d  _e^ , 1 9 7 8 ;  B u i s s o n  , 1 9 7 9 ;

R e b o u d  _et a_l . , 1 9 8 0 ;  T e r a o  a n d  O g a t a ,  1979b).  C r o s s l i n k i n g  

a n d  a f f i n i t y  l a b e l l i n g  s t u d i e s  m i g h t  be u s e f u l  i n  s h o w i n g  t h e  

p r o x i m i t y  o f  v a r i o u s  r i b o s o m a l  c o m p o n e n t s ,  b u t  t h e s e  s t u d i e s  

on t h e i r  own c a n n o t  do more  t h a n  s u g g e s t  t h e  f u n c t i o n  o f  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s .

P r o t e i n - R N A  i n t e r a c t i o n s  h a v e  b e e n  s t u d i e d  by  n o n - c o v a l e n t  

b i n d i n g  o f  i s o l a t e d  E .  c o l i  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  t o  rRNA m o l e c u l e s  

( Z i m m e r m a n n ,  1 9 8 0 ) .  The s p e c i f i c i t y  o f  b i n d i n g  o f  p a r t i c u l a r  

p r o t e i n s  t o  d e f i n e d  r e g i o n s  o f  RNA h a s  a l s o  b e e n  e x a m i n e d  by
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t h e  d e g r e e  o f  p r o t e c t i o n  a f f o r d e d  a g a i n s t  r i b o n u c l e a s e  

( D o u t h w a i t e  ^  , 1 9 7 9 )  o r  k e t o x a l  ( G a r r e t t  a n d  N o l l e r ,  1 9 7 9 ) .

R N A - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  w i t h  

e u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  c o m p o n e n t s  by b i n d i n g  i s o l a t e d  p r o t e i n s  

t o  i m m o b i l i z e d  RNA m o l e c u l e s .  5S RNA ( M e t s p a l u  _e^ , 1 9 7 8 ;

U l b r i c h . a n d  Wool ,  1 9 7 8 ) ,  5 . 8 8  RNA ( M e t s p a l u  ejt £ l .  , 1 9 7 8 ;

T o o t s  et_ , 1 9 7 9 )  a n d  tRNA ( M e t s p a l u  _et aj^.  , 1 9 7 8 )  h a v e  a l l  

b e e n  u s e d  i n  t h i s  m a n n e r .  Among t h e  f i n d i n g s  o f  t h e s e  s t u d i e s  

a r e  t h a t  p r o t e i n s  L6 a n d  L19 b i n d  t o  b o t h  58 a n d  5 . 8 8  RNA 

s u g g e s t i n g  t h e  c l o s e  p r o x i m i t y  o f  t h e s e  two  RNA m o l e c u l e s ,  a n d  

t h a t  5 . 8 8  RNA c o u l d  a l s o  b i n d  a s m a l l  n u m b e r  o f  408  s u b u n i t  

p r o t e i n s  ( i n c l u d i n g *  86 : T o o t s  e_t ^ . ,  1 9 7 9 )  s u g g e s t i n g  t h a t

i t  i s  l o c a t e d  a t  t h e  s u b u n i t  i n t e r f a c e .  I t  i s  h o w e v e r  d i f f i c u l t  

t o  make a n y  d e f i n i t e  c o n c l u s i o n s  on t h e  b a s i s  o f  t h o s e  s t u d i e s  

s i n c e  t h e  b i n d i n g  o f  p r o t e i n s  t o  RNA c o u l d  i n  some i n s t a n c e s  

be a r t i f a c t u a l .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  b e e n  u s e d  t o  d i r e c t l y  

v i s u a l i s e  t h e  s u p r a m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  E .  c o l i  r i b o s o m a l  

s u b u n i t s  ( S t o f f l e r  ejt a j . .  , 1 9 8 0 ;  L a k e ,  1 9 8 0 ) .  U s e d  i n  c o n j u n c t ­

i o n  w i t h  d i v a l e n t  a n t i b o d i e s  r a i s e d  a g a i n s t  p u r i f i e d  E .  c o l i  

p r o t e i n s ,  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  made p o s s i b l e  t h e  l o c a t i o n  

o f  i n d i v i d u a l  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  on t h e  s u r f a c e  o f . s u b u n i t s .  

T h r e e - d i m e n s i o n a l  m o d e l s  o f  E.  c o l i  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  h a v e  

b e e n  p r o p o s e d  b a s e d  l a r g e l y  on  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  by 

v a r i o u s  w o r k e r s  i n c l u d i n g  S t u f f i e r  _ejt £l_.  , ( 1 9 8 0 )  a n d  Lake  

( 1 9 8 0 ) .  The m o d e l s  o f  E . c o l i  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  d e s c r i b e d  by  

S t u f f i e r  e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  a n d  L a k e  ( 1 9 8 0 )  a r e  i n  many r e s p e c t s  

t h e  m o s t  d e t a i l e d  m o d e l s  a v a i l a b l e .  F i g  1 . 2 .  s ho ws  some f e a t u r e s  

o f  t h e  La ke  ( 1 9 8 0 )  m o d e l  o f  t h e  E .  c o l i  r i b o s o m a l  s u b u n i t s .

The 308 s u b u n i t  h a s  b e e n  d i v i d e d  i n t o  a m a i n  b o d y  c o m p r i s i n g



F i g  1 . 2  Mo d e l  o f  E , c o l i  R i b o s o m a l  S u b u n i t s ,

L a ke  ( 1 9 8 0 )

T h i s  m o d e l  i s  b a s e d  on  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  o f  

3 OS a n d  5OS E . c o l i  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  d e s c r i b e d  i n  1 . 1 , 3 .
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o f  a h e a d  a n d  a b a s e ,  a n d  a p l a t f o r m ,  w i t h  a c l e f t  d i v i d i n g  

t h e  m a i n  b o d y  f r o m  t h e  p l a t f o r m .  The 50S s u b u n i t  h a s  b e e n  

d i v i d e d  i n t o  a r o u n d e d  m a i n  b o d y ,  a c e n t r a l  p r o t u b e r a n c e ,  a 

r i d g e ,  a v a l l e y  a n d  a s t a l k  ( F i g  1 . 4 ) .  The s t a l k  c o n s i s t s  

m a i n l y  o f  p r o t e i n s  L 7 / L 1 2  ( S t r y c h a r z ,  Nomura  a n d  L a k e ,  1 9 7 8 ) ,  

a n d  a v e r y  s t a b l e  c o m p l e x  o f  p r o t e i n s .  L 7 / L 1 2  a n d  LIO c a n  be 

i s o l a t e d  f r o m  5OS s u b u n i t s  ( D i j k ,  L i t t l e c h i l d  a n d  G a r r e t t ,

1 9 7 7 )  as a complex.

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  r e c o g n i s e d  a m i n o  a c y l  (A) a n d  p e p t i d y l  

( P )  s i t e s  w i t h i n  t h e  r i b o s o m e .  Lake  ( 1 9 7 9 )  h a s  p r o p o s e d  t h e  

e x i s t e n c e  o f  a t h i r d  tRNA b i n d i n g  s i t e ,  t h e  ’ r e c o g n i t i o n ’ , o r  

’ R ’ - s i t e .  I t  h a s  b e e n  s p e c u l a t e d  t h a t  s u c h  a s i t e  c o u l d  be 

e m p l o y e d  t o  p r o o f - r e a d  a m i n o  a c y l  tRNAs a n d  t h e r e b y , h e l p  

m a i n t a i n  a h i g h  f i d e l i t y  o f  t r a n s l a t i o n .

E l e c t r o n - m i c r o s c o p y  o f  e u k a r y o t i c  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  

i n d i c a t e  t h a t  t h e y  have e s s e n t i a l l y  t h e  same m o r p h o l o g y  a s  t h o s e  

f r o m  E.  c o l i  d e s p i t e  t h e i r  l a r g e r  s i z e  ( B o u b l i k  a n d  H e l l m a n n ,

1 9 7 8 ) ,  t h o u g h  some d i f f e r e n c e s  ( p r o t r u s i o n s  f r o m  t h e  h e a d  o f  

t h e  40S s u b u n i t ,  a n d  t h e  b o t t o m  o f  t h e  60S s u b u n i t )  w e r e  

o b s e r v e d .  Immune e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  b e e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  

t h e  p o s i t i o n  o f  p r o t e i n s  S3 a n d  S6 i n  r a t  l i v e r  4 0 S s u b u n i t s  

( N o l l  2 1  j 1 9 7 8 ;  Bommer , 19Ô0) , a n d  t o g e t h e r  w i t h

d a t a  i n d i c a t i n g  t h a t  a n t i b o d i e s  t o  t h e s e  p r o t e i n s  c a n  b l o c k  t h e  

b i n d i n g  o f  t h e  t e r n a r y  i n i t i a t i o n  c o m p l e x ,  i t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  P s i t e  

o r g a n i s a t i o n .

N e u t r o n  s c a t t e r i n g  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  g e n e r a t e  i n f o r m ­

a t i o n  on t h e  r e l a t i v e  p o s i t i o n  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  w i t h i n
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t h e  s u b u n i t s  ( r e v i e w e d  by  M o o r e ,  1 9 8 0 ) .  I n  t h i s  t e c h n i q u e ,

E . c o l i  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  a r e  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  p u r i f i e d  

p r o t e i n s ,  t wo  o f  w h i c h  h a v e  h a d  m o s t  o f  t h e i r  h y d r o g e n  a t o m s  

r e p l a c e d  by  d e u t e r i u m .  The  s c a t t e r i n g  o f  n e u t r o n s  by t h e s e  two  

' d e u t r a t e d '  p r o t e i n s  c a n  be u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  d i s t a n c e  

b e t w e e n  t h e m .  I n  t h i s  way t h e  r e l a t i v e  p o s i t i o n s  o f  v a r i o u s  

p r o t e i n s  be  d e t e r m i n e d ,  a n d  a c o r r e s p o n d i n g  m o d e l  o f  r i b o s o m a l  

s u b u n i t s  b u i l t  u p .

1 . 1 . 4 ,  P r o t e i n  S y n t h e s i s

P r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  b o t h  p r o k a r y o t e s  a n d  e u k a r y o t e s  c a n  

be d i v i d e d  i n t o  t h r e e  s t a g e s  ; i n i t i a t i o n ,  e l o n g a t i o n  a n d  

t e r m i n a t i o n ,  e a c h  o f  w h i c h  i s  c o m p o s e d  o f  a n u mb e r  o f  s t e p s .  

( T h e r e  a r e  some d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  p r o k a r y o t e s  a n d  e u k a r y o t e s ,  

m a i n l y  a t  t h e  s t a g e  o f  i n i t i a t i o n . )  E a c h  s t e p  r e q u i r e s  s p e c i f i c  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t wo  o r  more  c o m p o n e n t s .

E u k a r y o t i c  i n i t i a t i o n  i n v o l v e s  a t  l e a s t  e i g h t  i n i t i a t i o n  

f a c t o r s  ( S c h r e i e r ,  E r n i  a n d  S t a e h l i n ,  1 9 7 9 ;  T r a c h s e l  e t  a l . ,  

1 9 7 7 ;  Thomas  2 l  2 l « , 1979)?  d e s i g n a t e d  e I F - 1  e t c .  ( A n d e r s o n

e t  a l . ,  1 9 7 7 )  c o m p a r e d  t o  t h r e e  i n  E .  c o l i  ( I F - 1  e t c ;  S t a n l e y  

8 1 a l . ,  1 9 6 6 ;  R e v e l  _ei  ? 1 9 6 8 ) .  The a s s o c i a t i o n  o f  4 OS 

a n d  60S s u b u n i t s  t o  f o r m  i n a c t i v e  80S m o n o s o m e s ,  w h i c h  w o u l d  

o t h e r w i s e  o c c u r  r e a d i l y  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s ,  i s  

p r e v e n t e d  by t h e  b i n d i n g  o f  t h e  a n t i - a s s o c i a t i o n  f a c t o r  e I F - 3  

t o  4 OS s u b u n i t s  ( T r a c h s e l  a n d  S t a e h l i n ,  1 9 7 9 ;  Th o m p s on  2 I  & i . ,

1 9 7 7 ) .  E u k a r y o t i c  c e l l s  do c o n t a i n  a s i z e a b l e  p o o l  o f  80S 

monosomes  ( H o g a n  a n d  K o r n e r ,  1 9 6 8 ;  K a e m p f e r  1 9 6 9 ) ,  b u t  t h e s e  

do n o t  p a r t i c i p a t e  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  u n l e s s  t h e y  c a n



22

d i s s o c i a t e  i n t o  s u b u n i t s .

The f i r s t  s t e p  i n  e u k a r y o t i c  i n i t i a t i o n  i s  t h e  b i n d i n g  

o f  Me t - tRNA ( t h e  i n i t i a t o r  tRNA) t o  n a t i v e  4 0 S r i b o s o m a l  

s u b u n i t s ,  w h i c h  h a v e  p r e v i o u s l y  b o u n d  e I F - 3 ,  i n  a r e a c t i o n  

t h a t  r e q u i r e s  e I F - 2  a n d  GTP ( S c h r e i e r  a n d  S t a e h l i n ,  1 9 7 3 ;

Chen  e_i ? 1 9 7 2 ;  B en n e  _et_ a_l . ? 1 9 7 9 )  ,

The 4 0 s  - M e t - t R N A - e I F - 2  - e I F - 3  c o m p l e x  t h e n  b i n d s  a d d i t i o n a l  

f a c t o r s  e I F - 1 ,  e I F - 4 A ,  - 4 B ,  a n d  - 40 t o g e t h e r  w i t h  mRNA, i n  a 

r e a c t i o n  t h a t  r e q u i r e s  t h e  h y d r o l y s i s  o f  ATP.

I n  p r o k a r y o t e s  16S rRNA p l a y s  a c e n t r a l  r o l e  i n  l o c a t i o n  o f  . 

t h e  i n i t i a t i o n  s i t e  on mR.NA b y  t h e  4 OS s u b u n i t .  B i n d i n g  b e t w e e n  

I 6 S rRNA a n d  t h e  l e a d e r  s e q u e n c e s  o f  mRNA was  s u g g e s t e d  on  t h e  

b a s i s  o f  s e q u e n c e  a n a l y s i s  by  S h i n e  a n d  D a l g a r n o  ( 1 9 7 4 ) .

S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  e u k a r y o t i c  mRNAs a n d  18S rRNA h a s  n o t  

d e m o n s t r a t e d  a c o r r e s p o n d i n g  c o m p l e m e n t a r i l y  ( H a g e n b u c h l e  et .  & 1 . ,  

1 9 7 8 ) .  E u k a r y o t i c  r i b o s o m e s  a p p e a r  t o  s t a r t  i n i t i a t i o n  a t  

t h e  f i r s t  AUG c o d o n ,  u n l i k e  p r o k a r y o t i c  r i b o s o m e s  w h i c h  c a n  

i n i t i a t e  a t  i n t e r n a l  c o d o n s  o r  e v e n  on c l o s e d  c i r c u l a r  mRNA 

( K o z a k ,  1 9 7 9 ) .  T h e r e  i s  g r o w i n g  e v i d e n c e  t h a t  t h e  c a p  s t r u c t u r e  

( 7 - m e t h y l  g u a n o s i n e r m  pG) f o u n d  a t  t h e  5' e n d  o f  m o s t  mRNAs 

a c t s  a s  a g u i d e  i n  e u k a r y o t i c  i n i t i a t i o n  ( B o t h  eJL  ̂ 1 9 7 5 ) .  

E v i d e n c e  f o r  t h i s  s u g g e s t i o n  comes  f r o m  t h e  f i n d i n g s  t h a t  

i m p r o p e r l y  c a p p e d  mRNAs i n i t i a t e  a t  a much l o w e r  f r e q u e n c y
7

( B o t h  ? 1 9 7 5 )  a n d  t h a t  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r s  ( e . g .  m pG :

Roman et .  ? 1 9 7 6 )  s t r o n g l y  i n h i b i t  t r a n s l a t i o n .  A 2 4 , 0 0 0

m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  w h i c h  i s  n o t  one  o f  t h e  e s t a b l i s h e d  

i n i t i a t i o n  f a c t o r s  c a n  be c r o s s - l i n k e d  t o  mRNA b o u n d  i n  

i n i t i a t i o n  c o m p l e x e s ,  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  p r o t e i n
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may p l a y  a r o l e  I n  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  t h e  c a p  s t r u c t u r e  

( S o n e n b e r g  â i *  > 1 9 7 9 ) .  T h e r e  a r e  h o w e v e r  u n c a p p e d  mRNAs 

e . g .  h i s t o n e  o r  v i r a l  mRNAs w h i c h  c a n  be  t r a n s l a t e d  a t  h i g h  

e f f i c i e n c i e s  ( H e w l e t t ,  R o s e  a n d  B a l t i m o r e ,  1 9 7 6 ;  No mo to ,  Lee  

a n d  Wimmer,  1 9 7 6 )  i n  v i t r o .

The 60S s u b u n i t  i s  l i k e l y  t o  j o i n  t h e  4 OS mRNA Met - t RNA 

c o m p l e x  wh en  t h e  i n i t i a t o r  tRNA h a s  b o u n d  t o  t h e  AUG c o d o n ,  

a n d  e I F - 5  i s  r e q u i r e d  f o r  t h i s  j o i n i ng  s t ep .  The bound GTP i s  t he n '  

h y d r o l y s e d  t o  GDP a n d  P^ a n d  a l l  t h e  i n i t i a t i o n  f a c t o r s  a r e  

r e l e a s e d  ( G r u n b e r g - M a n a g o , 1 9 8 0 ) .

E l o n g a t i o n  b e g i n s  by  a m i n o  a c y l  tRNA b i n d i n g  t o  t h e  A - s i t e  

i n  t h e  f o r m  o f  a t e r n a r y  c o m p l e x  w i t h  GTP a n d  e l o n g a t i o n  

f a c t o r  - l a  ( E F - l a  : W e i s s b a c h ,  1 9 8 0 ) .  A f t e r  t h e  b i n d i n g  o f  

a m i n o  a c y l  tRNA,  E F - l a  a n d  GDP a r e  r e l e a s e d  b y  E F - I P  b i n d i n g  t o  

E F - l a  i n  a s i m i l a r  m a n n e r  t o  t h a t  w h i c h  o c c u r s  i n  p r o k a r y o t i c  

e l o n g a t i o n  ( M c Ke e h a n  a n d  H a r d e s t y ,  1 9 6 9 ) .  A p e p t i d e  b o n d  i s  

t h e n  f o r m e d  b e t w e e n  t h e  n a s c e n t  p e p t i d e  o r  i n i t i a t o r  m e t h i o n i n e  

a t  t h e  P - s i t e  a n d  t h e  a m i n o  a c y l  tRNA a t  t h e  A - s i t e ,  t h u s  t h e  

l e n g t h  o f  t h e  n a s c e n t  p e p t i d e  i s  i n c r e a s e d  b y  one  a m i n o  a c i d ,  

a n d  i t  i s  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  P - s i t e  t o  t h e  A - s i t e .  P e p t i d e  

b o n d  f o r m a t i o n  i s  c a t a l y s e d  b y  t h e  p e p t i d y l  t r a n s f e r a s e  c e n t r e  

w h i c h  i s  a n  i n h e r e n t  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  l a r g e  s u b u n i t  

i n  b o t h  p r o k a r y o t e s  a n d  e u k a r y o t e s  ( N e t h  ejt 1 9 7 0 ) .

T r a n s l o c a t i o n  o f  p e p t i d y l  tRNA f r o m  t h e  A - s i t e  t o  t h e  P-  

s i t e  r e q u i r e s  E F - 2  ( G a l a s i n s k i  a n d  M o l d a v e ,  1 9 6 9 ;  R a e b u r n  _et a l . ,  

1 9 7 5 )  a n d  GTP.  As w e l l  a s  movemen t  o f  t h e  p e p t i d y l  tRNA, t h e r e  

i s  a l s o  mov e me n t  o f  mRNA r e l a t i v e  t o  t h e  r i b o s o m e ,  a n d  t h e  

e j e c t i o n  o f  d e a c y l a t e d  tRNA ( W e i s s b a c h ,  1 9 8 0 ) .  E l o n g a t i o n  o f
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t h e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  c o n t i n u e s  by  c y c l e s  o f  t h e  e v e n t s  j u s t  

d e s c r i b e d  u n t i l  a t e r m i n a t i o n  c o d o n  i s  r e a c t e d .

I n  e u k a r y o t e s  ( u n l i k e  p r o k a r y o t e s )  a s i n g l e  r e l e a s e  f a c t o r  

(RF)  r e c o g n i s e s  a l l  t h r e e  t e r m i n a t i o n  c o d o n s  ( B e u d e t  a n d  

C a s k e y ,  1 9 7 1 ) ,  RF i s  t h o u g h t  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  p e p t i d y l  

t r a n s f e r a s e  c e n t r e  t h e r e b y  a l l o w i n g  i t  t o  h y d r o l y s e  t h e  p e p t i d e -  

tRNA b o n d  ( C a s k e y ,  1 9 7 7 ) .  RF h a s  a r e q u i r e m e n t  f o r  GTP,  a n d  

t h i s  may be n e c e s s a r y  f o r  i t s  d i s s o c a t i o n  f r o m  t h e  r i b o s o m e  

( W e i s s b a c h ,  1 9 8 0 ) .  I n  p r o k a r y o t e s  t h e  mRNA a n d  d e a c y l a t e d  

tRNA a r e  r e m o v e d  i n  a r e a c t i o n  w h i c h  r e q u i r e s  GTP,  EF-G a n d  a 

r i b o s o m e  r e l e a s e  f a c t o r  RRF. The s i t u a t i o n  i n  e u k a r y o t e s  i s  

l e s s  c l e a r ,  t h o u g h  a n  RRF f a c t o r  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  ( H i r a s h i m a  

a n d  K a j i ,  1 9 7 2 ) .

I t  h a s  b e e n  s h own  t h a t  when  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  L 7 / L 1 2  a r e  

r e m o v e d  f r o m  E .  c o l i  508 s u b u n i t s ,  n on e  o f  t h e  GTP r e q u i r i n g  

r e a c t i o n s  t a k e  p l a c e .  T h e s e  p r o t e i n s  h a v e  b ee n  i m p l i c a t e d  i n  

t h e  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r s  a s s o c i a t e d  w i t h  GTP h y d r o l y s i s  

( I F - 2 ,  E F - T u ,  EF-G a n d  RF : W e i s s b a c h ,  1 9 8 0 ) .  A l t h o u g h  l e s s  

i s  known a b o u t  t h e  b i n d i n g  o f  e q u i v a l e n t  f a c t o r s  i n  e u k a r y o t e s ,  

t h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  t h a t  p r o t e i n s  e q u i v a l e n t  t o  L 7 / L 1 2  

a r e  p r e s e n t  i n  t h e  e u k a r y o t i c  60S s u b u n i t ,  a n d  t h a t  t h e y  c a n  

be  p h o s p h o r y l a t e d  vAvo ( c . f .  1 . 3 . 1 ) .

At  l e a s t  t h r e e  m e c h a n i s m s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  t o  a c c o u n t  

f o r  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  v i r u s  i n f e c t i o n  o f t e n  d e c r e a s e s  h o s t  

c e l l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b u t  a t  t h e  same t i m e  v i r a l  mRNAs a r e  

t r a n s l a t e d  e f f i c i e n t l y .

I n  p o l i o v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  i n i t i a t i o n  wi th ’capped’

h o s t  c e l l  mRNA i s  i n h i b i t e d ,  w h e r e a s  p o l i o v i r u s  mRNA, w h i c h  i s
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n o t  c a p p e d ,  i s  t r a n s l a t e d  e f f i c i e n t l y .  One p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  

i s ,  t h a t  v i r u s  i n f e c t i o n  i n a c t i v a t e s  t h e  ' c a p - b i n d i n g '  p r o t e i n ,  

t h e r e b y  h o s t  c e l l  jnRNA i n i t i a t i o n  i s  r e d u c e d  a n d  t h a t  p o l i o ­

v i r u s  mRNA i s  n o t  d e p e n d e n t  on  ' c a p - b i n d i n g '  p r o t e i n s  f o r  

e f f i c i e n t  t r a n s l a t i o n  ( R o s e  ejo _ a l , ? 1 9 7 8 ;  S o n e n b e r g  e t  a l . ,

1 9 7 8 ) .

A n o t h e r  m e c h a n i s m  c o u l d  be t h a t  v i r a l  mRNAs a r e  i n i t i a t e d  

a t  a h i g h e r  e f f i c i e n c y  t h a n  c e l l u l a r  mRNAs a t  h i g h  m o n o v a l e n t  

c a t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  ( C a r r a s c o  a n d  S m i t h ,  1 9 7 6 ) .  Some i n d i r e c t  

e v i d e n c e  f o r  t h i s  m e c h a n i s m  h a s  come f r o m  s t u d i e s  i n  w h i c h  n e w l y  

i n f e c t e d  c e l l s  c a n  be  made t o  s y n t h e s i z e  p r o t e i n s  t h a t  a r e  

n o r m a l l y  f o u n d  l a t e  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  v i r u s ,  m e r e l y  by 

t r a n s f e r r i n g  t h e s e  c e l l s  t o  a h y p e r t o n i c  med i um ( K r a m e r ,  1 9 8 0 ) .

A t ^ i r d  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  by  v i r u s  i n f e c t i o n  i s  t h a t  i t  i n v o l v e s  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n .  T h i s  i s  c o n s i d e r e d  i n  more  d e t a i l  

i n  1 . 3 .

T h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  t h a t  u n d e r  c e r t a i n  c e l l  

c o n d i t i o n s , p r o t e i n  s y n t h e s i s  c a n  be i n h i b i t e d  by  t h e  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  o f  e I F - 2 .  T h i s  i s  d i s c u s s e d  i n  1 . 2 . 2 .



1 , 2 .  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t i o n

P r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  was  f i r s t  s ho wn  t o  be i m p o r t a n t  

i n  r e g u l a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  a p r o t e i n  by  K r e b s  a n d  F i s c h e r  

( 1 9 5 6 ) ,  T h e y  d i s c o v e r e d  t h a t  g l y c o g e n  p h o s p h o r y l a s e  c o u l d  

be  c o n v e r t e d  f r o m  a d e p h o s p h o r y l a t e d  f o r m  w ho se  a c t i v i t y  was  

d e p e n d e n t  on 5 ' -AMP t o  a p h o s p h o r y l a t e d f o r m  w ho se  a c t i v i t y  

was  l a r g e l y  i n d e p e n d e n t  o f  5 ' -AMP.  S u b s e q u e n t l y  p h o s p h o r y l a s e  

k i n a s e  ( K r e b s ,  G r a v e s  a n d  F i s c h e r ,  1 9 5 9 )  a n d  g l y c o g e n  s y n t h a s e  

( F r i e d m a n  a n d  L a r n e r ,  1 9 6 3 )  w e r e  a l s o  s h own  t o  be i n t e r c o n ­

v e r t i b l e  b e t w e e n  t wo  f o r m s  by  p h o s p h o r y l a t i o n .

More t h a n  one  h u n d r e d  p r o t e i n s  h a v e  now b e e n  i d e n t i f i e d  

a s  b e i n g  p h o s p h o r y l a t e d  t h o u g h  f a r  f e w e r  o f  t h e s e  h a v e  a c t u a l l y  

b e e n  s ho wn  t o  be r e g u l a t e d  by  p h o s p h o r y l a t i o n  ( a p p r o x i m a t e l y  25;  

C o h e n ,  1 9 8 0 ^ .  A l m o s t  a l l  p r o t e i n s  s hown  t o  be  r e g u l a t e d  by 

r e v e r s i b l e  p h o s p h o r y l a t i o n  a r e  e n z y m e s  ( r e v i e w e d  by K r e b s  a n d  

B e a v o ,  1 9 7 9 ) .

Some p h o s p h o r y l a t i o n  e v e n t s  may n o t  i n  f a c t  be p a r t  o f  a 

d y n a m i c  p h o s p h o r y l a t i o n - d é p h o s p h o r y l a t i o n  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m  

( e . g .  c a s e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  m i g h t  be a means  o f  m a i n t a i n i n g  a 

h i g h  p h o s p h o r u s  c o n t e n t  in milk: W e l l e r ,  1 9 7 9 ) .

P r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  c a n  e i t h e r  i n c r e a s e  o r  d e c r e a s e  

t h e  a c t i v i t y  o f  a p r o t e i n .  Cohen  ( 1 9 8 0 ^  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  

i n  g e n e r a l  e n z y m e s  w h i c h  a r e  a c t i v a t e d  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  t e n d  

t o  be i n v o l v e d  i n  b i o d e g r a d a t i v e  p a t h w a y s  w h e r e a s  t h o s e  w h i c h  

a r e  i n a c t i v a t e d  b y  p h o s p h o r y l a t i o n  a r e  i n v o l v e d  i n  b i o s y n t h e t i c  

p a t h w a y s .  T h i s  c o u l d  a l l o w  d i f f e r e n t  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  t o  be 

r e g u l a t e d  b y  t h e  same p r o t e i n  k i n a s e s  a n d  p h o s p h a t a s e s .
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Two c l a s s e s  o f  e n z y m e s ;  p r o t e i n  k i n a s e s  a n d  p h o s p h o -  

p r o t e i n  p h o s p h a t a s e s ,  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  

d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  p r o t e i n s  ( a s  d e p i c t e d  i n  e q u a t i o n  1 . 1 ) .

P r o t e i n  P r o t e i n - P O ,  ( e q u a t i o n  1 . 1 )
4

H^O

1 , 2 . 1 .  P r o t e i n  K i n a s e s  a n d  P h o s p h o p r o t e i n  P h o s p h a t a s e s

P r o t e i n  k i n a s e s  c a t a l y s e  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  t e r m i n a l

p h o s p h a t e  f r o m  a t r i p h o s p h a t e  n u c l e o t i d e  d o n o r  t o  a s u b s t r a t e

p r o t e i n  ( e q u a t i o n  1 , 1 ) .  NTP i s  u s u a l l y  ATP,  b u t  GTP c a n  be

u s e d  by  some p r o t e i n  k i n a s e s .

P r o t e i n  k i n a s e s  h a v e  b e e n  d i v i d e d  i n t o  two  c l a s s e s  on t h e  

b a s i s  o f  w h e t h e r  o r  n o t  t h e y  a r e  r e g u l a t e d  by  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  

w i t h  m o l e c u l e s  w h i c h  u s u a l l y  s e r v e  a s  m e s s e n g e r s  i n  t h e  m e d i a t i o n  

o f  s i g n a l s  f r o m  o u t s i d e  t h e  c e l l  ( K r e b s  a n d  B e a v o ,  1 9 7 9 ) .  The 

f i r s t  p r o t e i n  k i n a s e  s hown  t o  be  r e g u l a t e d  i n  a s p e c i f i c  m a n n e r  

was  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e .  ( W a l s h ,  

P e r k i n s  a n d  K r e b s ,  1 9 6 8 ) .  R e g u l a t i o n  o f  p r o t e i n  k i n a s e s  by cGMP 

was  shown  i n  l o b s t e r  m u s c l e  (Kuo a n d  G r e e n g a r d ,  19 70 )  a n d  l a t e r  i n  

s e v e r a l  m a m m a l i a n  t i s s u e s .  Two c a l c i u m  d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  

h a v e  b e e n  d e s c r i b e d ;  p h o s p h o r y l a  s e  k i n a s e  ( O s a w a , Hosoi a n d  

E b a s h i ,  1 9 6 7)  a n d  m y o s i n  l i g h t  c h a i n  k i n a s e  ( P i r e s ,  P e r r y  a n d  

T h o m as ,  1 9 7 4 ) .  The m o s t  r e c e n t  p r o t e i n  k i n a s e  s hown  t o  be 

r e g u l a t e d  by  a s p e c i f i c  m o l e c u l e  i s  t h e  d o u b l e  s t r a n d e d  RNA 

d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  f r o m  i n t e r f e r o n  t r e a t e d  c e l l s  

( L e b l e u  e t  a l , ,  1 9 7 6 )  a n d  r e t i c u l o c y t e s  ( E r n s t ,  ejb ^ . ,  1 9 7 6 ) .



The s e c o n d  c l a s s  o f  p r o t e i n  k i n a s e s  a r e  t h o s e  w h i c h  

a p p e a r  t o  he  m e s s e n g e r - i n d e p e n d e n t  ( t h o u g h  t h e y  may e v e n t u a l l y  

he s hown  t o  he  r e g u l a t e d  by  s p e c i f i c  m e s s e n g e r s )  a n d  a r e  

u s u a l l y  named  a c c o r d i n g  t o  t h e  s u b s t r a t e  t h e y  p h o s p h o r y l a t e  

( e . g .  h i s t o n e  k i n a s e ,  c a s e i n  k i n a s e ,  p h o s v i t i n  k i n a s e ) .

T h e r e  a r e  t wo  t y p e s  o f  c y c l i c - A M P  d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s ,  

p e a k  I  a n d  p e a k  I I ,  w h i c h  c o n t a i n  i d e n t i c a l  c a t a l y t i c  (C)  s u b ­

u n i t s  b u t  d i f f e r e n t  r e g u l a t o r y  (R) s u b u n i t s  ( r e v i e w e d  by  Nimmo 

a n d  C o h e n ,  1 9 7 7 ) .  The s u b u n i t  s t r u c t u r e  o f  t h e  i n a c t i v e  

h o l o e n z y m e  f o r m  o f  b o t h  t y p e s  o f  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  

i s  b e l i e v e d ,  t o  be  R ^ ' C ^ .  S t i m u l a t i o n  b y  b i n d i n g  cAMP c a u s e s  

d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  r e g u l a t o r y  a n d  c a t a l y t i c  s u b u n i t s  f o r m i n g  

r e g u l a t o r y  s u b u n i t  d i m e r s  a n d  a c t i v e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  monomers  

a s  s hown  i n  e q u a t i o n  1 . 2 .

( i n a c t i v e )  + 2cAMP R^'cAMP + 20 ( a c t i v e )

( e q u a t i o n  1 . 2 )

P e a k  I r e g u l a t o r y  s u b u n i t  h a s  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  4 9 , 0 0 0  a n d  

i s  n o t  p h o s p h o r y l a t e d ,  w h e r e a s  p e a k  I I  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  h a s  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  5 5 , 0 0 0  a n d  c a n  be p h o s p h o r y l a t e d  (Nimmo a n d  

C o h e n ,  1 9 7 7 ) .  H o l o e n z y m e s  o f  p e a k  I  a n d  p e a k  I I  p r o t e i n  

k i n a s e s  c a n  a l s o  be d i s t i n g u i s h e d  by  t h e i r  e l u t i o n  f r o m  DEAE- 

c e l l u l o s e  a t  d i f f e r e n t  c o n d u c t i v i t i e s  ( 2 . 5mmho  a n d  6mmho 

r e s p e c t i v e l y  a t  pH 6 . 5  : Ho f ma nn  ^  aj_. , 1 9 7 5 ) .  The r e l a t i v e  

p r o p o r t i o n s  o f  t h e  p e a k  I  a n d  p e a k  I I  f o r m s  o f  c A M P - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  v a r i e s  c o n s i d e r a b l y  b e t w e e n  d i f f e r e n t  t i s s u e s  

(Nimmo a n d  C o h e n ,  1 9 7 7 ) .  E x t r e m e  e x a m p l e s  w o u l d  be r a b b i t  

p s o a s  ( s k e l e t a l )  m u s c l e ,  i n  w h i c h  90^  o f  t h e  c A M P - d e p e n d e n t
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p r o t e i n  k i n a s e  i s  p e a k  I  a n d  10^  p e a k  I I  ( B u r c h e l l ,  Cohen  a n d  

C o h e n ,  1 9 7 6 )  a n d  p i g  b r a i n ,  i n  w h i c h  100% o f  c A M P - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  i s  p e a k  I I  ( N e s t e r o v a  ejt a_l '  ; 1 9 7 5 ) .  The 

r e a s o n  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  two  t y p e s  o f  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  

k i n a s e s  a n d  t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e i r  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  i n  

d i f f e r e n t  t i s s u e s  i s  n o t  c l e a r  ( K r e b s  a n d  B e a v o ,  1 9 7 9 )  b u t  i t  

may r e f l e c t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  r e s p o n s e s  t o  cAMP o r  t h e i r  

s u b - c e l l u l a r  l o c a t i o n s .

C y c l i c  A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  c a n  be  i n h i b i t e d  by  

h e a t  s t a b l e  i n h i b i t o r  p r o t e i n s  f o u n d  i n  m o s t  t i s s u e s .  The 

m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n h i b i t o r  p r o t e i n  i s  i n h i b i t o r  - 1  

f r o m  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  ( W a l s h  ejb aj^.  , 1 9 7 1 ) ,  t h o u g h  two  

o t h e r  t y p e s  o f  i n h i b i t o r  p r o t e i n  h a v e  b e e n  r e p o r t e d , o n e  i n  

r a t  t e s t i s  ( B e a l e ,  Dedman a n d  M e a n s ,  1 9 7 7 )  t h e  o t h e r  i n  b r a i n  

( S z m i g i e l s k i , G u i d o t t i  a n d  C o s t a ,  1 9 7 7 ) .  I n h i b i t o r  p r o t e i n  - 1  

b i n d s  t o  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e ,  

a n d  i t s  i n h i b i t i o n  i s  c o m p e t i t i v e  w i t h  r e s p e c t  t o  p r o t e i n  

s u b s t r a t e s .  The  e x a c t  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t h i s  i n h i b i t o r  

i s  n o t  c l e a r  s i n c e  e v e n  i n  t i s s u e s  w h e r e  i t  i s  r e l a t i v e l y  

a b u n d a n t  ( e . g .  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e ) ,  i t s  c o n c e n t r a t i o n  i s  

s u c h  t h a t  o n l y  20% o f  t h e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  c o u l d  

be b l o c k e d  ( W a l s h  a n d  A s h b y ,  1 9 7 3 ) .  One s u g g e s t e d  r o l e  f o r  

t h e  i n h i b i t o r  p r o t e i n  i s  t h a t  i t  i n a c t i v a t e s  a n y  f r e e  c a t a l y t i c  

s u b u n i t s  p r e s e n t  a t  b a s a l  l e v e l s  o f  cAMP, t h e r e b y  p r e v e n t i n g  

a r e s p o n s e  t o  cAMP e x c e p t  when  p r e s e n t  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  

( K r e b s  a n d  B e a v o ,  1 9 7 9 ) ,

C y c l i c  GMP d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  f r o m  b e e f  l u n g  i s  

c o m p o s e d  o f  two  i d e n t i c a l  s u b u n i t s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  7 4 , 0 0 0
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( G i l l  £ l . , 1 9 7 6 )  o r  8 1 , 0 0 0  ( L i n c o l n ,  D i l l s  a n d  C o r b i n ,  1 9 7 7 ) .  

The cGMP p r o t e i n  k i n a s e  d o e s  n o t  c o n t a i n  s e p a r a t e  r e g u l a t o r y  

a n d  c a t a l y t i c  s u b u n i t s  a n d ,  u n l i k e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e ,  

d o e s  n o t  d i s s o c i a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  cGMP ( G i l l ,  W a l t o n  a n d  

S p e r r y ,  1 9 7 7 ;  ) a s  s u m m a r ­

i s e d  i n  e q u a t i o n  1 . 3 .

( RC)^  ( i n a c t i v e )  + 2cGMP ( R C ) ^ ' c G M P ^ ( a c t i v e )

( e q u a t i o n  1 . 3 )

A m o d u l a t o r  p r o t e i n  h a s  b e e n  shown  t o  s t i m u l a t e  c G M P - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  ^  v i t r o  ( S h o j i  _et l i *  j 1 9 7 8 ;  Yamamot o  e_t a l . ,

1 9 7 7 ) ,  b u t  i t s  r o l e  w i t h i n  t h e  c e l l  i s  n o t  k nown .  I t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t i s s u e  d i s t r i b u t i o n  a n d  

p r o t e i n  s u b s t r a t e s  p h o s p h o r y l a t e d  by  cAMP a n d  cGMP d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e s e  two  t y p e s  o f  p r o t e i n  k i n a s e  

a r e  l i k e l y  t o  be i n v o l v e d  i n  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  p r o c e s s e s .

(Nimmo a n d  C o h e n ,  1 9 7 7 ) .

Two e x a m p l e s  o f  c a l c i u m  r e g u l a t e d  p r o t e i n  k i n a s e s  a r e  k n o w n ,  

p h o s p h o r y l a s e  k i n a s e  ( O s a w a , Hosoi a n d  E b a s h i ,  1 9 6 7 )  a n d  m y o s i n  

l i g h t  c h a i n  k i n a s e  ( P i r e s ,  P e r r y  a n d  T h o m a s ,  1 9 7 4 ) .  P h o s p h o r y -  

l a s e  k i n a s e  i s  a m u l t i s u b u n i t  enzyme o f  t h e  s t r u c t u r e  ( a  ^ y 6)
4

w h e r e  ô i s  t h e  c a l c i u m  b i n d i n g  p r o t e i n  c a l m o d u l i n  ( C o h e n  a l . ,

1 9 7 8 ) .  T h i s  m o l e c u l e  o f  c a l m o d u l i n  i s  t i g h t l y  b o u n d  t o  p h o s -  

p h o r y l a s e  k i n a s e  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a l c i u m  w i l l  s t i m u l a t e  

p h o s p h o r y l a s e  k i n a s e  ( C o h e n ,  1 9 8 0 # .  A s e c o n d  c a l c i u m  b i n d i n g  

p r o t e i n  c a n  a l s o  b i n d  t o  p h o s p h o r y l a s e  k i n a s e  ( t h o u g h  l e s s  

t i g h t l y  t h a n  t h e  6 s u b u n i t )  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a l c i u m  w i l l  

f u r t h e r  s t i m u l a t e  p h o s p h o r y l a s e  k i n a s e  a c t i v e l y  f i v e - f o l d  

( S h e n o l i k a r  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  Howev er  i t  i s  n o t  c l e a r  w h e t h e r
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t h i s  s e c o n d  c a l c i u m  b i n d i n g  p r o t e i n  i s  c a l m o d u l i n  o r  t r o p o n i n  C 

( w h i c h  a l s o  b i n d s  Ca^^  a n d  s h a r e s  up t o  50% s e q u e n c e  h o m o l o g y  

w i t h  c a l m o d u l i n  : C o h e n ,  1 9 8 0 # .

A c t i v e  m y o s i n  l i g h t  c h a i n  k i n a s e s  a l s o  c o n t a i n  a b o u n d  

m o l e c u l e  o f  c a l m o d u l i n  w h i c h  a l l o w s  t h e m  t o  be s t i m u l a t e d  by 

c a l c i u m  ( s m o o t h  m u s c l e  m y o s i n  k i n a s e  ; D a b r o w s k a  , 1 9 7 8 ;

a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  m y o s i n  k i n a s e  : Y a g i  ^  , 1 9 7 8 ) .  I n

t h e  a b s e n c e  o f  c a l m o d u l i n  h o w e v e r ,  m y o s i n  k i n a s e s  h a v e  no b a s a l  

a c t i v i t y  ( A d e l s t e i n  a n d  K l e e ,  1 9 8 0 ) .  A p a r t  f r o m  t h e '  s t i m u l a t i o n  

o f  t h e s e  two  t y p e s  o f  c a l c i u m  - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s ,  

c a l m o d u l i n  s t i m u l a t e s  many o t h e r  t y p e s  o f  en zy me  ( r e v i e w e d  by 

C h e u n g ,  1 9 8 0 ;  a n d  Means  a n d  Dedman,  1 9 8 0)  a n d  i t  i s  l i k e l y  t o  

be t h e  m a j o r  i n t r a c e l l u l a r  r e c e p t o r  f o r  c a l c i u m .  A l m o s t  a l l  

p r o t e i n  k i n a s e s  p h o s p h o r y l a t e  e i t h e r  a s e r i n e  o r  t h r e o n i n e  r e s i d u  

t h o u g h  t y r o s i n e  h a s  r e c e n t l y  b e e n  s ho wn  t o  be  p h o s p h o r y l a t e d  by  

RNA t u m o u r  v i r u s  p r o t e i n  k i n a s e s  ( S e f t o n  e_t a j . . , 1 9 8 0 ) .

The s u s c e p t i b i l i t y  o f  a p a r t i c u l a r  a m i n o  a c i d  t o  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  a p p e a r s  t o  be  l a r g e l y  d e t e r m i n e d  by  t h e  a m i n o  a c i d  

s e q u e n c e  s u r r o u n d i n g  t h e  p h o s p h o r y l a t e d  r e s i d u e .  I n  g e n e r a l ,  

c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  p h o s p h o r y l a t e  s e r i n e  r e s i d u e s  

w h i c h  a r e  c o n t a i n e d  i n  e i t h e r  o f  t h e  s e q u e n c e s  :

L y s - A r g - X - X - S e r ( P) o r  A r g - A r g - X - S e r ( P)

w h e r e  X c a n  be m o s t  a m i n o  a c i d s  ( C o h e n ,

1980# .

The d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s  i s  

c a t a l y s e d  by  p h o s p h a t a s e s  w h i c h ,  u n l i k e  p r o t e i n  k i n a s e s ,  do 

n o t  a p p e a r  t o  be r e g u l a t e d  by  s p e c i f i c  m e s s e n g e r  m o l e c u l e s  

( K r e b s  a n d  B e a v o ,  1 9 7 9 ) .  I n s t e a d  t h e y  a r e  r e g u l a t e d  by
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c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  v a r i o u s  p r o t e i n  s u b s t r a t e s ,  i n t e r a c t i o n  w i t h  

i n h i b i t o r  p r o t e i n s  a n d  s u b s t r a t e  d i r e c t e d  e f f e c t s  ( e . g .  t h e  

s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  o f  l i g a n d s  w i t h  p h o s p h o p r o t e i n  s u b s t r a t e s ) ,

A s i n g l e  p h o s p h a t a s e  c a p a b l e  o f  d e p h o s p h o r y l a t i n g  a n u mb e r  

o f  d i f f e r e n t  p r o t e i n  s u b s t r a t e s  ( i n c l u d i n g  p h o s p h o r y l a s e  a ,  

h i s t o n e s ,  g l y c o g e n  s y n t h a s e  D a n d  p h o s p h o r y l a s e  k i n a s e )  h a s  

b e e n  o b t a i n e d  f r o m  a v a r i e t y  o f  a n i m a l  t i s s u e s  ( E n g l a n d ,  S t u l l  

a n d  K r e b s ,  1 9 7 2 ;  K a t o  a n d  B i s h o p ,  1 9 7 2 ;  Z i e v e  a n d  G l i n s m a n n ,

1 9 7 3 ) .  T h i s  p h o s p h a t a s e  h a s  b e e n  p u r i f i e d  a n d  h a s  a m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  3 5 , 0 0 0  ( K i l l i l e a ,  ejb a j . . ,  1 9 7 6 ;  C hou ,  A l f a n o  a n d  R o s e n ,  

1 9 7 7 ) .  H owev e r  B r a n d t ,  C a p u l o n g  a n d  Lee  ( 1 9 7 5 )  h a v e  s hown  

t h a t  a l e s s  a c t i v e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r m  o f  t h i s  enzyme  

c a n  be c o n v e r t e d  t o  t h e  more  a c t i v e  3 5 , 0 0 0  m o l e c u l a r ,  w e i g h t  

f o r m .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e nzyme  h a s  two  f o r m s ;  

a l e s s  a c t i v e  h o l o e n z y m e  w h i c h  c o n s i s t s  o f  t wo  c a t a l y t i c  s u b u n i t s  

c o m p l e t e d  w i t h  one  i n h i b i t o r  s u b u n i t  a n d  t h e  f u l l y  a c t i v e  

c a t a l y t i c  s u b u n i t s  r e l e a s e d  by  d i s s o c i a t i o n  f r o m  t h e  h o l o e n z y m e  

( K r e b s  a n d  B e a v o ,  1 9 7 9 ) .

T h e r e  a r e  t wo  h e a t  s t a b l e  i n h i b i t o r  p r o t e i n s  o f  t h i s  

p h o s p h a t a s e  a n d  i n h i b i t o r  - 1  i s  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  s i n c e  

i t  h a s  v i r t u a l l y  no  a c t i v i t y  when u n p h o s p h o r y l a t e d  ( H u a ng  a n d  

G l i n s m a n n ,  1 9 7 5 ) .  The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  i n h i b i t o r  - 1  by  cAMP- 

d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  p r o v i d e s  a m e c h a n i s m  f o r  a m p l i f y i n g  t h e  

e f f e c t s  o f  cAMP s i n c e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h i s  i n h i b i t o r  l e a d s  

t o  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t a s e  ( C o h e n ,  1 9 8 0 # .

O t h e r  p h o s p h a t a s e s  w h i c h  a r e  s p e c i f i c  f o r  a p a r t i c u l a r  

s u b s t r a t e  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  ( K r e b s  a n d  B e a v o ,  1 9 7 9 ) .
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1 . 2 . 2 .  The R e g u l a t i o n  o f  P r o t e i n  A c t i v i t y  by  P h o s p h o r y l a t i o n

The b e s t  u n d e r s t o o d  s y s t e m  d e m o n s t r a t i n g  t h e  r e g u l a t i o n  

o f  p r o t e i n  a c t i v i t i e s  by  r e v e r s i b l e  p h o s p h o r y l a t i o n  a r e  t h e  

e n z y m e s  c o n c e r n e d  w i t h  g l y c o g e n  m e t a b o l i s m  ( r e v i e w e d  by  Nimmo 

a n d  C o h e n ,  1 9 7 7 ;  C o h e n ,  1 9 8 0 # .  Among t h e  f e a t u r e s  o f  t h i s  

s y s t e m  a r e  t h a t  t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d  a r e  r e g u l a t e d  i n  a h i g h l y  

c o o r d i n a t e d  m a n n e r  by  p h o s p h o r y l a t i o n  ( i . e .  t h e  b i o d e g r a d a t i v e  

e n z y m e s  a r e  a c t i v a t e d  by  p h o s p h o r y l a t i o n  w h e r e a s  t h e  b i o ­

s y n t h e t i c  e n z y m e s  a r e  i n a c t i v a t e d ) . O t h e r  m o l e c u l e s  c a n  a l s o  

e n h a n c e  s p e c i f i c i t y  i n  r e s p o n s e  t o  cAMP ( i . e .  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

c A M P , k i n a s e  i n h i b i t o r  p r o t e i n s  a n d  a c t i v e  p h o s p h a t a s e s  c a n  

m a i n t a i n  e s s e n t i a l l y  a z e r o  l e v e l  o f  k i n a s e  a c t i v i t y ,  w h e r e a s  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  cAMP p h o s p h a t a s e  l e v e l s  c a n  be  g r e a t l y  

r e d u c e d  by  t h e  a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r ) , Some o f  

t h e  e n z y m e s  o f  g l y c o g e n  m e t a b o l i s m  c a n  be p h o s p h o r y l a t e d  a t  

more  t h a n  one  s i t e ,  g l y c o g e n  s y n t h a s e  i n  p a r t i c u l a r  c a n  be 

p h o s p h o r y l a t e d  a t  s e v e r a l  s i t e s .  A d d i t i o n a l  p h o s p h o r y l a t i o n s  

c a n  a l t e r  t h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  i n  ways  t h a t  e i t h e r  e n h a n c e  t h e  

o r i g i n a l  p h o s p h o r y l a t i o n  o r  p r o d u c e  some d i f f e r e n t  e f f e c t  

( C o h e n ,  1 9 8 0 # .  M u l t i s i t e  p h o s p h o r y l a t i o n  a l s o  a l l o w s  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  d i f f e r e n t  k i n a s e s  c a n  p h o s p h o r y l a t e  t h e  d i f f e r e n -  

s i t e s  ( g l y c o g e n  s y n t h a s e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  by  t h r e e  d i f f e r e n t  

k i n a s e s )  t h e r e b y  c o n f e r i n g '  s e n s i t i v i t y  t o  more  t h a n  one  s e t  o f  

s t i m u l i .

I n  some i n s t a n c e s ,  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  a p p e a r s  t o  be 

a n  e s s e n t i a l  s t e p  i n  t h e  f u n c t i o n i n g  o f  c e r t a i n  p r o t e i n s .

When s m o o t h  m u s c l e  m y o s i n  l i g h t  c h a i n s  a r e  p h o s p h o r y l a t e d  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  m y o s i n  w i t h  a c t i n .  i n c r e a s e s  a n d  t h e  m u s c l e .
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c o n t r a c t s .  C o n v e r s e l y  u p o n  d é p h o s p h o r y l a t i o n  t h i s  i n t e r a c t i o n  

d e c r e a s e s  a n d  t h e  m u s c l e  r e l a x e s  ( A d e l s t e i n ,  1 9 7 8 ;  E n g l a n d ,

1 9 8 0 ) .

I n  o t h e r  s i t u a t i o n s  t h e  r o l e  o f  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  

h a s  n o t  b e e n  d e m o n s t r a t e d  d i r e c t l y  b u t  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  

d o e s  s u g g e s t  t h a t  i t  h a s  i m p o r t a n t  f u n c t i o n s .  H i s t o n e  HI 

s hows  a l a r g e  i n c r e a s e  i n  p h o s p h a t e  c o n t e n t  b e t w e e n  p r o p h a s e  

a n d  S p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  ( B r a d b u r y  et ,  » 1 9 7 3 ) .  

E x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  v i t r o  show t h a t  t h e  more  h i g h l y  

p h o s p h o r y l a t e d  p r o p h a s e  HI  i s  more  e f f e c t i v e  i n  a g g r e g a t i n g  DNA 

t h a n  t h e  l e s s  p h o s p h o r y l a t e d  S p h a s e  HI ( M a t h e w s ,  1 9 8 0 ) .

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  HI  m i g h t  h a v e  a r o l e  i n  c h ro m o s o m e  c o n d e n ­

s a t i o n .

I t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  t r a n s f o r m i n g  g e n e s  o f  

RNA t u m o u r  v i r u s e s  c o d e  f o r  p r o t e i n  k i n a s e s  a n d  c o n s e q u e n t l y  

p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  i s  l i k e l y  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  

i n  t r a n s f o r m a t i o n  ( C o l l e t t  a n d  E r i k s o n ,  1 9 7 8 ;  M a n e s s  e t  a l . ,

1 9 7 9 ) .  H ow ev e r  t h e  n a t i v e  s u b s t r a t e ( s )  f o r  t h e s e  k i n a s e s  

a n d  t h e  m e c h a n i s m  o f  t r a n s f o r m a t i o n  h a v e  y e t  t o  be e l u c i d a t e d .

One e x a m p l e  o f  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  w h i c h  i s  o f  

p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i s  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  by  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

e I F - 2 .

I t  was  f i r s t  o b s e r v e d  i n  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e s  t h a t  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  o f  h a e m i n  t h e  r a t e  o f  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  r a p i d l y  d e c r e a s e d  ( B r u n s  a n d  L o n d o n ,  1 9 6 5 ) .

F o l l o w i n g  t h i s  t h e r e  was  a c o r r e s p o n d i n g  d i s a g g r e g a t i o n  o f  

p o l y s o m e s  a n d  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  i n i t i a t i o n  c o m p l e x
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M e t - t R N A ^ -  GTP • e I F - 2  a l t h o u g h  n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

e I F - 2 ,  M e t - tR NA ^ a n d  GTP w e r e  p r e s e n t  ( L e g o n ,  J a c k s o n  a n d  

H u n t ,  1 9 7 3 ) .  The c e s s a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  was  a c c o m p a n i e d  

by t h e  f o r m a t i o n  o f  a t r a n s l a t i o n a l  i n h i b i t o r  ( h a e m i n  c o n t r o l l e d  

r e p r e s s o r  o r  HCR : M a x w e l l  a n d  R a b i n o v i t z ,  1 9 6 9 )  a n d  a c t i v a t i o n  

o f  a p r o t e i n  k i n a s e  w h i c h  s p e c i f i c a l l y  p h o s p h o r y l a t e s t h e  a 

s u b u n i t  o f  e I F - 2  ( F a r r e l l ,  H u n t  a n d  J a c k s o n ,  1 9 7 8 ) .

M o s t  o f  t h e  e v i d e n c e  r e l a t i n g  e I F - 2  p h o s p h o r y l a t i o n  t o  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  h a s  b e e n  i n d i r e c t .  The HCR 

a n d  t h e  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  w h i c h  p h o s p h o r y l a t e s  e I F - 2  

G o - p u r i f y  d u r i n g  a l l  s t e p s  i n  t h e i r  p u r i f i c a t i o n  ( F a r r e l l  

e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  The i n h i b i t o r y  a n d  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  

h a v e  t h e  same h e a t  i n a c t i v a t i o n  k i n e t i c s .  A n t i b o d i e s  a g a i n s t  

HCR a b o l i s h  b o t h  i t s  k i n a s e  a n d  i n h i b i t o r y  a c t i v i t i e s  ( K r a m e r ,  

C i m a d e v i l l a  a n d  H a r d e s t y ,  1 9 7 6 ) .  Compounds  ( e . g .  c e r t a i n  

p u r i n e s )  w h i c h  r e l i e v e  i n h i b i t i o n  i n h i b i t  t h e  p r o t e i n  k i n a s e  

( F a r r e l l ,  _ejb , 1 9 ^ 7 ) .  A l t h o u g h  t h e r e  i s  a s t r o n g  c o r r e ­

l a t i o n  b e t w e e n  e I F - 2  p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  c r u d e  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e s ,  i n  more  

p u r i f i e d  s y s t e m s  t h e r e  i s  no d e c r e a s e  i n  t e r n a r y  i n i t i a t i o n  

c o m p l e x  f o r m a t i o n  f o l l o w i n g  p h o s p h o r y l a t i o n  by  HCR. N e i t h e r  

i s  t h e r e  a n y  i n h i b i t i o n  o f  t h e  s u b s e q u e n t  b i n d i n g  o f  t h i s  

c o m p l e x  t o  t h e  40S r i b o s o m a l  s u b u n i t s .  ( T r a c h s e l  a n d  S t a e h l i n ,  

1 9 7 8 ;  S a f e r  a n d  A n d e r s o n ,  1 9 7 8 )  . One p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  

i s  t h a t  o t h e r  f a c t o r s  a r e  r e q u i r e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  e I F - 2  t o  

g i v e  a s t a b l e  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  v i v o  a n d  t h a t  i n  p u r i f i e d  

s y s t e m s  t h e s e  f a c t o r s  m i g h t  be  m i s s i n g  ( d e  H a r o  a n d  Ochoa  1 9 7 8 ;  

Das  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .
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The f o r m a t i o n  o f  s t o i c h o m e t r i c  c o m p l e x e s  o f  e I F - 2 ,  Me t - tRNA^  

a n d  GTP i s  d i f f i c u l t  t o  a c h i e v e  w i t h  t h e  p u r i f i e d  c o m p o n e n t s  

( p r e s u m a b l y  due  t o  t h e  a b s e n c e  o f  t h e s e  e x t r a  f a c t o r s )  a n d  

i t  m i g h t  n o t  be  p o s s i b l e  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  p h o s p h o r y l a t e d  

a n d  u n p h o s p h o r y l a t e d  e I F - 2  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  ( H u n t ,  1 9 8 0 ) ,

The m e c h a n i s m  o f  i n h i b i t i o n  o f  e I F - 2  i s  n o t  k nown ,  b u t  

t h e  # - 8 u b u n i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b i n d  GTP a n d  p h o s p h o r y l a t i o n  

m i g h t  i n t e r f e r e  w i t h  t h i s  b i n d i n g  ( H u n t ,  1 9 8 0 ) .

HCR i s  i n a c t i v a t e d  b y  h a e m i n  b i n d i n g  a s  w e l l  a s  by  o t h e r  

c o n d i t i o n s  ( e . g .  h i g h  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  a n d  o x i d i z e d  g l u t a ­

t h i o n e )  a n d  i t  i s  t h o u g h t  t o  u n d e r g o  a c o n f o r m a t i o n  c h a n g e  

u p o n  a c t i v a t i o n  ( H u n t ,  1 9 8 0 ) .  HCR a p p e a r s  t o  be h i g h l y

s p e c i f i c  f o r  a s i n g l e  s i t e  i n  t h e  a  s u b u n i t  o f  e I F - 2  a n d  w i l l

p h o s p h o r y l a t e  no  o t h e r  s u b s t r a t e s .

A s e c o n d  k i n d  o f  p r o t e i n  k i n a s e ,  w h i c h  i s  a c t i v a t e d  by

d o u b l e  s t r a n d e d  RNA, c a n  a l s o  i n a c t i v a t e  e I F - 2  by  p h o s p h o r y ­

l a t i o n .  T h i s  p r o t e i n  k i n a s e  i s  p r e s e n t  i n  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e s  

( F a r r e l l ,  e_t _al^. , 1 9 7 7)  a n d  c e l l - f r e e  s y s t e m s  p r e p a r e d  f r o m  

c e l l s  w h i c h  h a v e  b e e n  e x p o s e d  t o  p h y s i o l o g i c a l  d o s e s  o f  i n t e r ­

f e r o n  ( Z i l b e r s t e i n  e_t. a j . .  , 1 9 7 6 ) .  T h i s  d o u b l e  s t r a n d e d  RNA 

a c t i v a t e d  i n h i b i t o r  p h o s p h o r y l a t e s  t h e  same s i t e  on  t h e  <%- 

s u b u n i t  o f  e I F - 2  a s  HCR. T h e r e  i s  h o w e v e r  c o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  

t o  show t h a t  t h e  d o u b l e  s t r a n d e d  RNA a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  

a n d  HCR a r e  d i f f e r e n t  e n z y m e s  ( H u n t ,  1 9 8 0 ) .

A p a r t  f r o m  e r y t h r o i d  c e l l s  a n d  c e l l s  p r e - t r e a t e d  w i t h  

i n t e r f e r o n  t h e r e  h a v e  b e e n  f ew r e p o r t s  of t r a n s l a t i o n a l  

r e g u l a t i o n  i n  o t h e r  c e l l  t y p e s  by e I F - 2  p h o s p h o r y l a t i o n .  I t  

may be t h e r e f o r e  t h a t  t h i s  i s  a r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  m e c h a n i s m  

f o r  t r a n s l a t i o n a l  r e g u l a t i o n .
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1 . 3 .  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t i o n

The f i r s t  i n d i c a t i o n  t h a t  c e r t a i n  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i n t a c t  c e l l s  came f r o m  K a b a t  ( 1 9 7 0 ) ,  

who d e s c r i b e d  s e v e r a l  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  i n  r a b b i t  

r e t i c u l o c y t e s ,  a n d  Loe b  a n d  B l a t  ( 1 9 7 0 )  who d e s c r i b e d  a s i n g l e  

p h o s p h o p r o t e i n  i n  r a t  l i v e r .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  i n  c e l l - f r e e  s y s t e m s  was  r e p o r t e d  by  K a b a t  ( 1 9 7 1 ) ,  

a n d  Li . ,  a n d  Amos ( 1 9 7 1 )  u s i n g  e n d o g e n o u s  p r o t e i n  k i n a s e s .  

P h o s p h o r y l a t i o n  b y  e x o g e n o u s  p r o t e i n  k i n a s e s  was  r e p o r t e d  by 

E i l  a n d  Wool  ( 1 9 7 1 ) ,  a n d  W a l t o n  e t  a l .  ( 1 9 7 1 ) .

R i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  i n  m o s t  

e u k a r y o t i c  c e l l s  a n d  t i s s u e s .  T he y  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  p r i m i t i v e  

e u k a r y o t e s ;  y e a s t  ( Grankowski a n d  G a s i o r ,  1 9 7 5 ;  B e c k e r - U r s i c  

a n d  D a v i e s ,  1 9 7 6 ;  Z i n k e r  a n d  W a r n e r ,  1 9 7 6 )  a n d  A r t e m i a  s a l i n a  

(Van  A g t h o v e n  e t  , 1 9 7 7 ) ;  i n  p l a n t s  ( T r e w a v a s ,  1 9 7 3 ) ;

a n d  h i g h e r  a n i m a l s  s u c h  a s  mouse  ( B i t t e  a n d  K a b a t ,  1 9 7 2 ) ,  

h a m s t e r  ( L e a d e r  e t  al^. , 1 9 7 6 ) ,  r a b b i t  ( K a b a t ,  1 9 7 0 ) ,  r a t  

( L o e b  a n d  B l a t ,  1 9 7 0 ;  G r e s s n e r  a n d  Wool ,  1 9 7 4 )  a n d  human ( K a e r l e i n  

a n d  H o r a k ,  1 9 7 6 ;  L a s t i c k ,  N i e l s e n  a n d  McC on k e y ,  1 9 7 7 ) .  T h e y  

a r e  a l s o  p r e s e n t  i n  v a r i o u s  t i s s u e s ;  l i v e r  ( L o e b  a n d  B l a t ,

1 9 7 0 ) ,  k i d n e y  ( H i l l  a n d  T r a c h e w s k y ,  1 9 7 4 ) ,  b r a i n  ( A s h b y  a n d  

R o b e r t s ,  1 9 7 5 ) ,  r e t i c u l o c y t e s  ( K a b a t ,  1 9 7 0 )  a d r e n a l  c o r t e x  

( R o o s ,  1 9 7 3 ) ,  mammary g l a n d  ( M a j u m d e r  a n d  T u r k i n g t o n ,  1 9 7 2 ) ,  

p i t u i t a r y  ( B a r d e n  a n d  L a b r i e ,  1 97 3)  a n d  v a r i o u s  t u m o u r  c e l l s  

( B i t t e  a n d  K a b a t ,  1 9 7 2 ;  R a n k i n e  a n d  L e a d e r ,  1 9 7 5 ;  S t a h l ,  Bohm 

a n d  B i e l k a ,  1 9 7 4 ;  J o l i c o e u r  _et. ; 1 9 7 4 ) .

A l t h o u g h  t h e r e  was  o n e r e p o r t  o f  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  

f r o m  i n t a c t  E . c o l i  ( K u r e k ,  G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r ,  1 9 7 2 a )  a n d
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one  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  k i n a s e  ( K u r e k ,  G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r ,  

1 9 7 2 b ) ,  o t h e r s  h a v e  b e e n  u n a b l e  t o  c o n f i r m  t h e s e  f i n d i n g s  

(Rahmsdorf e t  , 1973 ; Rahmsdorf e t  a l . ,  1974).

1 . 3 . 1 .  P h o s p h o r y l a t i o n  i n  I n t a c t  C e l l s

E s t i m a t e s  o f  t h e  n u m b e r  o f  p h o s p h o r y l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n s
32

f o u n d  i n  i n t a c t  c e l l s  l a b e l l e d  w i t h  P - o r t h o p h o s p h a t e  s h o w e d

c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  e a r l y  r e p o r t s .  Thus  M a j u m d e r  

a n d  T u r k i n g t o n  ( 1 9 7 2 )  d e s c r i b e d  e i g h t  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  w h e r e a s  

S t a h l ,  Bohm a n d  B i e l k a  ( 1 9 7 4 ) ,  a n d  G r e s s n e r  a n d  Wool  ( 1 9 7 4 )  

d e s c r i b e d  o n l y  o n e .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  r e p o r t e d  f i v e  ( K a b a t ,  

1 9 7 2 ;  A s h b y  a n d  R o b e r t s ,  1 9 7 5 ) ,  f o u r  ( R a n k i n e ,  L e a d e r  a n d  C o i a ,

1 9 7 7 )  o r  t w o  ( P i e r r e ,  C r e u z e t  a n d  L o e b ,  1 9 7 4 )  r i b o s o m a l  p h o s ­

p h o p r o t e i n s  .

T h i s  v a r i a t i o n  i n  number ,  o f  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  c o u l d  

i n  some c a s e s  be  due  t o  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  n o n - r i b o s o m a 1 p h o s ­

p h o p r o t e i n s  a n d  t h e  l a c k  o f  a c l e a r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  e a c h  

r i b o s o m a l  p r o t e i n  f r o m  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  

U s i n g  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i t  b e c a m e  p o s s i b l e  

t o  r e s o l v e  a n d  u n a m b i g u o u s l y  i d e n t i f y  m o s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n s .  

O t h e r  d i f f i c u l t i e s  i n  i d e n t i f y i n g  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  

w e r e ,  t h e  p o s s i b l e  l o s s  o f  a c i d i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  f r o m  

r i b o s o m e s  p r e p a r e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  h i g h  i o n i c  s t r e n g t h ,  o r  

f a i l u r e  t o  d e t e c t  t h e s e  p r o t e i n s  on  c e r t a i n  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

s y s t e m s  ( 1 . 1 . 1 ) .  I n d i v i d u a l  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  may 

a l s o  be d i s t i n g u i s h e d  ( o n  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  s t o i c h o m e t r y  o f  

p h o s p h o r y l a t i o n  o r  t h e i r  r e l a t i v e  r a d i o a c t i v e  l a b e l l i n g )  a s  

b e i n g  e i t h e r  m a j o r  o r  m i n o r  p h o s p h o p r o t e i n s  ( L e a d e r ,  1 9 8 0 # .
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H o w e v e r ,  t h e r e  c a n  be  p r o b l e m s  when  m a k i n g  s u c h  d i s t i n c t i o n s .  

F o r  e x a m p l e  i n  K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  p r o t e i n s  S3 a n d  L I 4 

( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1978# a r e  n o r m a l l y  u n p h o s p h o r y l a t e d  o r  

c o n t a i n  v e r y  l i t t l e  p h o s p h a t e  ( l e s s  t h a n  0 . 1  m o l e s  p e r  mo le  o f  

p r o t e i n )  b u t  c a n  b ecome  h i g h l y  p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  d i f f e r e n t  

c e l l u l a r  c o n d i t i o n s  ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 8 # ,

1 . 3 . 1 . 1 .  R i b o s o m a l  P r o t e i n  S6

P r o t e i n  S6 was  t h e  f i r s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n  t o  be i d e n t i f i e d  

a s  p h o s p h o r y l a t e d  by a n a l y s i s  on t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o ­

p h o r e s i s ,  86 p h o s p h o r y l a t i o n  was  f i r s t  s h own  i n  r a t  l i v e r  

( G r e s s n e r  a n d  W oo l ,  1 9 7 4 )  a n d  s u b s e q u e n t l y  i n  a n u m b e r  o f  

m a m m a l i a n  c e l l s  i n c l u d i n g  h e p a t o m a  ( S t a h l  • a l •> 1 9 7 4 ) ,

K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  ( R a n k i n e  a n d  L e a d e r ,  1 9 7 5 ) ,  HeLa c e l l s  

( K a e r l i n  a n d  H o r a k ,  1 9 7 6 ) ,  r e t i c u l o c y t e s  ( T r a u g h  a n d  P o r t e r ,  

1 9 7 6 ) ,  L - c e l l s  ( M a r v a l d i  a n d  L u c a s - L e n a r d  1 9 7 7 )  c e r e b r a l  c o r t e x  

( R o b e r t s  a n d  A s h b y ,  1 9 7 8 ) ,  a n d  E h r l i c h  a s c i t e s  c e l l s  ( R o s n i -  

t s c h e k ,  T r a u b  a n d  T r a u b  1 9 7 8 )  . The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 h a s  

a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n  more  p r i m i t i v e  e u k a r y o t e s  e . g .  y e a s t  

( Z i n k e r  "and W a r n e r ,  1 9 7 6 ;  H e b e r t ,  P i e r r e  a n d  L o e b ,  1 97 7 )

P h y s a r u m  p o l y c e p h a l u m  ( B e l a n g e r ,  B e l l e m a r i e  a n d  L e m i e u x  1 9 7 9 )  

a n d  T e t r a h y m e n a  p y r i f o r m i s  ( K r i s t i a n s e n ,  P l e s n e r  a n d  K r u g e r ,

1 9 7 8 ) .

8 6 ,  l i k e  m o s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( c . f .  1 . 1 . 1 ) ,  i s  c h e m i c a l l y  

b a s i c  w i t h  a n  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 1 , 0 0 0  ( C o l l a t z  

e t  a l . . 1 9 7 7 ) t h o u g h  e s t i m a t e s  h a v e  v a r i e d  b e t w e e n  3 0 , 0 0 0  a n d  

3 5 , 0 0 0 . T h e r e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  f i v e  d i f f e r e n t  p h o s p h o r y l a t i o n  

s i t e s  i n  86 a n d  t h i s  a c c o u n t s  f o r  t h e  ' a n o d i c  t a i l '  ( c o r r e s p o n d ­

i n g  t o  t h e  v a r i o u s  p h o s p h o r y l a t e d  d e r i v a t i v e s )  o b s e r v e d  on  t w o -
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d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  when S6 i s  h i g h l y  p h o s p h o r y ­

l a t e d  ( G r e s s n e r  a n d  Wool ,  1 9 7 4 ) .  H ow ev e r  i n  m o s t  t i s s u e s  86 

p h o s p h o r y l a t i o n  i s  n o r m a l l y  much l o w e r  t h a n  t h e  maximum p o s s i b l e  

( e . g .  i n  K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  86 h a s  b e e n  e s t i m a t e d  t o  c o n t a i n  

o n l y  0 . 1  m o l e s  o f  p h o s p h a t e  p e r  mo l e  o f  p r o t e i n  : R a n k i n e ,

L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 7 ) .

E n h a n c e d  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 h a s  b e e n  c o r r e l a t e d  t o  a n  

i n c r e a s e  i n  c e l l u l a r  cAMP c o n c e n t r a t i o n  i n  many t i s s u e s .  S u c h  

a n  i n c r e a s e  i n  p h o s p h o r y l a t i o n  c a n  be o b t a i n e d  by  t r e a t i n g  c e l l s  

w i t h  cAMP o r  a d e r i v a t i v e  s u c h  a s  d i b u t r y l  cAMP; r a t  l i v e r  

( G r e s s n e r  a n d  Wool ,  1 9 7 6 ) ,  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  ( C a w t h o r n  e_t a l . , 

1 9 7 4 ) ,  c e r e b r a l  c o r t e x  ( R o b e r t s  a n d  A s h b y ,  1 9 7 8 )  a n d  p a n c r e a t i c  

i s l e t  t u m o u r  c e l l s  ( S c h u b a r t  _ej  ̂ ? 1 9 7 7 ) .  P h o s p h o r y l a t i o n  

o f  86 c a n  a l s o  be  e n h a n c e d  by  t r e a ' i n g  c e l l s  w i t h  h o r m o n e s  t h a t  

i n c r e a s e  c e l l u l a r  cAMP c o n c e n t r a t i o n  e . g .  g l u c a g o n  ( r a t  l i v e r ;  

B l a t  a n d  L o e b ,  1 9 7 1 ;  p a n c r e a t i c  i s l e t  t u m o u r  c e l l s  ; S c h u b a r t  

_et , 1 9 7 7 )  o r  ACTH ( m o u s e  a d r e n a l  c e l l s  : R o o s ,  1 9 7 3 ) .

H o w e v e r ,  o t h e r  c e l l s  do n o t  show a cAMP r e l a t e d  i n c r e a s e  i n  86 

p h o s p h o r y l a t i o n ,  e . g .  a s c i t e s  c e l l s  ( R a n k i n e ,  1 9 7 6 ) ,  g l i o m a  c e l l s  

( H o r a k  a n d  K o s c h e l ,  1 9 7 7 )  a n d  BHK c e l l s  ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 8 # .

The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 h a s  b e e n  c o r r e l a t e d  t o  a n  i n c r e a s e  

i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  s e v e r a l  i n s t a n c e s .  T h u s  e n h a n c e d  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 h a s  b e e n  o b s e r v e d  d u r i n g  c e l l u l a r  p r o ­

l i f e r a t i o n  i n  BHK c e l l s ,  w h e r e a s -  t h e  e x t e n t  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  

d e c r e a s e s  when  c e l l s  h a v e  r e a c h e d  c o n f l u e n c e  ( L e a d e r ,  R a n k i n e  • 

a n d  C o i a ,  1 9 7 6 ) .  A d d i t i o n  o f  f r e s h  medium t o  HeLa c e l l s  

( L a s t i c k ,  N i e l s e n  a n d  McConkey ,  1 9 7 7 )  o r  c h i c k  e m b r y o  f i b r o ­

b l a s t s  ( H a s e l b a c h e r , Humbe l  a n d  T h o m a s ,  1 9 7 9 )  a l s o  i n c r e a s e s
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36 p h o s p h o r y l a t i o n .  R e g e n e r a t i n g  r a t  l i v e r  i s  a n o t h e r  

s i t u a t i o n  i n  w h i c h  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

a n d  a l s o  e n h a n c e d  S6 p h o s p h o r y l a t i o n  ( G r e s s n e r  a n d  Wool ,  1 9 7 4 ;  

A n d e r s o n ,  G r u n d h o l m  a n d  S e l l s ,  1 9 7 5 ;  S c h e i n h u k s ,  S y p h e r d  a n d  

M o l d a v e ,  1 9 7 4 ;  Ta s a n d  S e l l s ,  1 9 7 8 ) ,  P o l y s o m e s  h a v e  b e e n  shown  

t o  c o n t a i n  more  h i g h l y  p h o s p h o r y l a t e d  86 t h a n  monos omes  i n  

many c e l l  t y p e s .  R a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  ( K a b a t ,  1 9 7 1 ;  L i  a n d  

Amos,  1 9 7 1 ) ,  s a r c o m a  c e l l s  ( B i t t e  a n d  K a b a t ,  1 9 7 2 ) ,  BHK c e l l s  

( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1978# a n d  mye loma  c e l l s  ( K r u p p a  a n d  M a r t i n i ,  

1 9 7 8 )  a l l  show s u c h  a d i f f e r e n c e .  I t  c o u l d  be  s p e c u l a t e d  t h e n  ' 

t h a t  86 p h o s p h o r y l a t i o n  m i g h t  somehow i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( a l t h o u g h  t h e  e v i d e n c e  d e s c r i b e d  d o e s  n o t  

r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  86 p h o s p h o r y l a t i o n  i s  a n  e f f e c t  

o f  i n c r e a s e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s ) .

The m a i n  a r g u m e n t  a g a i n s t  t h e  r o l e  o f  86 i n  i n c r e a s i n g  t h e  

r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  t h a t  many i n h i b i t o r s  o f  p r o t e i n  

b i o s y n t h e s i s  c a n  a l s o  e n h a n c e  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  8 6 ,

H o w e v e r ,  i t  m i g h t  s t i l l  be  p o s s i b l e  t o  r e c o n c i l e  a r o l e  f o r  

86  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i f  

one  c o n s i d e r s  t h e  mode o f  a c t i o n  o f  t h e s e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

i n h i b i t o r s .  A n um b e r  o f  a g e n t s  w h i c h  damage  l i v e r  c e l l s  

( D - g a l a c t o s a m i n e  ; G r e s s n e r  a n d  G r e i l i n g ,  1 9 7 7 ;  t h i o a c e t a m i de : 

G r e s s n e r  a n d  G r e i l i n g ,  1 9 7 8 ;  d i m e t h y l n i t r o s a m i n e  ; G r e s s n e r  

a n d  G r e i l i n g ,  1 9 7 9 )  a l s o  s t i m u l a t e  a n  i n c r e a s e  i n  86 p h o s p h o r y ­

l a t i o n ,  I t  c o u l d  be  a r g u e d  t h a t  t h e  c e l l u l a r  r e s p o n s e  t o  t h i s  

damage  w o u l d  be  t o  a t t e m p t  t o  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  p r o t e i n  

s y n t h e s i s .

V i r u s  i n f e c t i o n  o f t e n  d e c r e a s e s  t h e  r a t e  o f  c e l l u l a r  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  i n  a n u m b e r  o f  i n s t a n c e s  86 p h o s p h o r y l a t i o r
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i s  a l s o  e n h a n c e d ;  HeLa c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  v a c c i n i a  v i r u s  

( K a e r l e i n  a n d  H o r a k ,  1 9 7 & ) ,  HeLa c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  a d e n o v i r u s  

( B l a i r  a n d  H o r a k ,  1 9 7 7 )  E h r l i c h  a s c i t e s  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  

m e n g o v i r u s  ( R o s n i t s c h e k , T r a u b  a n d  T r a u b ,  1 9 7 8 ) .  More r e c e n t l y ,  

K e n n e d y ,  S t e v e l y  a n d  L e a d e r  ( 1 9 8 1 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p s e u d o ­

r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  o f  BHK c e l l s  g r e a t l y  i n c r e a s e s  t h e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S6 f r o m  a n  a v e r a g e  o f  one  p h o s p h a t e  p e r  

p r o t e i n  m o l e c u l e  t o  b e t w e e n  4 a n d  5,  H o w e v e r ,  i t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  v i r a l  i n f e c t i o n  c o u l d  s e l e c t i v e l y  i n h i b i t  h o s t  c e l l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s ,  t h i s  c o u l d  be a c h i e v e d  by one  o f  t h e  m e c h a n i s m s  

d e s c r i b e d  i n  1 . 1 , 4  o r  some p r o c e s s  s u c h  a s  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

o t h e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( e . g .  S2 a n d  S l 6  : K a e r l i n  a n d  H o r a k ,  

1 9 7 6 ;  816  o r  8 1 8  : K e n n e d y ,  S t e v e l y  a n d  L e a d e r ,  1 9 8 1 ) ,  w h i l e  

s i m u l t a n e o u s l y  e n h a n c i n g  v i r a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  by  86 p h o s ­

p h o r y l a t i o n .

More d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n  i s  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  86 p h o s p h o r y ­

l a t i o n  b y  c o m p o u n d s  s u c h  a s  s o d i u m  f l u o r i d e  ( K a b a t ,  1 9 7 1 ) ,  

p u r o m y c i n  ( G r e s s n e r  a n d  Woo l ,  1 97 4 )  c y c l o h e x i m i d e  ( G r e s s n e r  a n d  

Wool ,  1 9 7 4 ;  K a e r l i n  a n d  H o r a k ,  1 9 7 6 ) ,  f u s i d i c  a c i d  ( Z i v  a n d  

S t r a t m a n ,  1 9 7 6 )  a n d  a u r i n t r i c a r b o x y l i c  a c i d  ( W e r e n n e ,  L a u r e l  

a n d  L a u r e l ,  1 9 7 3 ) .  T h e s e  c o m p ou n d s  c o u l d  e f f e c t  86 p h o s p h o r y ­

l a t i o n  by m e c h a n i s m s  u n r e l a t e d  t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  s u c h  a s  e f f e c t  on  cAMP m e t a b o l i s m  ( A p p l e m a n  a n d  Kemp,  

1 9 6 6 ;  W i t i t s u w a n n a k u l  a n d  Kim,  1 9 7 7 ;  Z i v ,  Wagner  a n d  S t r a t m a n ,  

1 9 7 8 ;  R a . l l  a n d  S u t h e r l a n d ,  1 9 6 2 )  o r  i n  t h e  c a s e  o f  s o d i u m  

f l u o r i d e  b y  i n h i b i t i n g  p h o s p h o p r o t e i n  p h o s p h a t a s e s .

I t  i s  p o s s i b l e  h o w e v e r  t h a t ,  i f  86 p h o s p h o r y l a t i o n  i n c r e a s e s  

t h e  r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n h i b i t o r s
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m i g h t  i n d i r e c t l y  c a u s e  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  S6 p h o s p h o r y l a t i o n  

i n  a c o m p e n s a t i n g  r e a c t i o n .  L e a d e r  ( 19 8 0 #  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 c o u l d  a l t e r  t h e  f o r  b i n d i n g  o f  

a n o t h e r  m o l e c u l e ( s )  i n v o l v e d  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  A d e c r e a s e  

i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  m o l e c u l e ( s )  c o u l d  be  c o m p e n s a t e d  

f o r  b y  p h o s p h o r y l a t i n g  86 t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  a f f i n i t y  o f  

t h e  r i b o s o m e  f o r  t h i s  m o l e c u l e ( s ) .  As m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y  

( 1 . 1 , 3 )  86 h a s  b e e n  c r o s s - l i n k e d  t o  M e t - tR NA ^  w i t h i n  t h e  

i n i t i a t i o n  c o m p l e x  ( e I F - 2 *  GTP- M e t - t R N A ^ -  408  s u b u n i t )  a n d  

a m o d e l  f o r  t h e  b i n d i n g  s i t e  o f  t h e  t e r n a r y  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  

t o  t h e  408 s u b u n i t  b a s e d  o n  t h i s  i n f o r m a t i o n  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  

b y  W e s t e r m a n n ,  N y g a r d  a n d  B i e l k a ( l 9 8 1 s  Fig .  1.3) .  I t  c o u l d  be 

s p e c u l a t e d  t h e r e f o r e  t h a t  86 p h o s p h o r y l a t i o n  m i g h t  e n h a n c e  t h e  

b i n d i n g  o f  t h e  i n i t i a t i o n  c o m p l e x ,  a n d  t h a t  t h i s  c o u l d  l e a d  t o  

a n  i n c r e a s e d  r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h r e e  o f  t h e  

p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  t h i s  p r o p o s e d  b i n d i n g  s i t e ,  e I F - 2 ,  86 a n d  

83 c a n  be p h o s p h o r y l a t e d .  I t  i s  p o s s i b l e  t h e n  t h a t  t h e  r a t e . o f  

i n i t i a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  d e c r e a s e d  by  e I F - 2  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  ( c . f .  1 . 1 . 4 )  w h e r e a s  86 p h o s p h o r y l a t i o n  i n c r e a s e s  

i n i t i a t i o n .

R e l a t i v e l y  f e w  e x p e r i m e n t s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  t o  e x a m i n e  

t h e  e f f e c t s  o f " p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 on r i b o s o m e  f u n c t i o n  ( a n d  

e v e n  f e w e r  f o r  t h e  o t h e r  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s )  a n d  m o s t  

o f  t h e s e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  s t r o n g l y  c r i t i c i s e d  ( L e a d e r ,  1 9 8 0 # ,  

What  i s  o f t e n  c o n s i d e r e d  t o  be  one  o f  t h e  m o s t  c a r e f u l  s t u d i e s  

o f  t h e  e f f e c t  o f  86 p h o s p h o r y l a t i o n  on  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( E i l  

a n d  Woo l ,  1 9 7 3 )  h a s  a l s o  b e e n  c r i t i c i s e d ,  on  t h e  g r o u n d s  t h a t  

e x o g e n o u s  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  was  u s e d  t o  p h o s p h o r y ­

l a t e  t h e  r i b o s o m e s  a n d  a n u m b e r  o f  p r o t e i n s  i n  a d d i t i o n  t o  86



44

F i g  1 . 3  : M o d e l  o f  t h e  I n t e r a c t i o n  o f  t h e  T e r n a r y

I n i t i a t i o n  Compl ex  w i t h  t h e  S m a l l  R i b o s o m a l  

S u b u n i t  ( W e s t e r m a n n ,  N y g a r d  a n d  B i e l k a ,  1 9 8 1 ) .

el F“ 2

4 0 8
S u b u n i t

ex.
Met-tRNA

g

S3 S3a.ffii
3'end

S6

1 8 s R i b o s o m a l  R N A

T h i s  s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  shows  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  

t h e  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  S6 a n d  S3 w i t h  t h e  i n i t i a t o r  

tRNA a n d  i n i t i a t i o n  f a c t o r  e I F - 2  a l s o  a p h o s p h o p r o t e i n  ( s h o w n  

a s  b e i n g  c o m p o s e d  o f  t h r e e  s u b u n i t s ,  cy, p a n d  y ) * T h i s  m o d e l  

i s  b a s e d  on t h e  c r o s s - l i n k i n g  d a t a  o f  W e s t e r m a n n ,  N y g a r d  a n d  

B i e l k a  ( 1 9 8 1 ) ,  The p o s s i b l e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  m o d e l  w i t h  

r e s p e c t  t o  r i b o s o m a l  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  i s  d i s c u s s e d  i n

1 . 3 . 1 . 1 .
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w e r e  a l s o  p h o s p h o r y l a t e d .

1 , 3 . 1 . 2 .  The A c i d i c  P h o s p h o p r o t e i n  o f  t h e  60S S u b u n i t

From e a r l y  s t u d i e s  on  r i b o s o m a l  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  

a r e l a t i v e l y  l ow  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  was  o b s e r v e d  a s  

p h o s p h o r y l a t e d  i n  t h e  60S s u b u n i t  o f  r e t i c u l o c y t e  o r  s a r c o m a  

c e l l s  ( C a w t h o r n  _et _ a l . , 1 9 7 4 ) .  A p r o t e i n  o f  s i m i l a r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  was  l a t e r  o b s e r v e d  i n  t h e  60S s u b u n i t  o f  many m a m m a l i a n  

t i s s u e s ;  a s c i t e s  c e l l s  ( R a n k i n e  a n d  L e a d e r ,  1 9 7 6 ;  R a n k i n e ,  

L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 7 )  BHK c e l l s  ( R a n k i n e  a n d  L e a d e r ,  1 9 7 6 )

HeLa c e l l s  ( H o r a k  a n d  S c h i f f m a n  , 1 97 7)  mouse  mye loma  ( M a r t i n i

a n d  K r u p p a ,  1 9 7 9 )  a n d  c e r e b r a l  c o r t e x  ( R o b e r t s  a n d  A s h b y ,  1 9 7 8 ) .

T h e r e  was  h o w e v e r  d i s a g r e e m e n t  f o r  some t i m e  o v e r  t h e  

e x i s t e n c e  o f  s u c h  a p r o t e i n  s i n c e  i t  p r o v e d  d i f f i c u l t  t o  f i n d  a 

s i m i l a r  p h o s p h o p r o t e i n  i n  r a t  l i v e r  ( G r e s s n e r  a n d  Wool ,  1 9 7 4 ) .

I t  was  e v e n t u a l l y  s hown  by  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t r e a t m e n t  a n d  

e l e c t r o p h o r e t i c  a n a l y s i s  t h a t  r a t  l i v e r  d o e s  i n d e e d  c o n t a i n  a 

l ow m o l e c u l a r  w e i g h t  60S s u b u n i t  p h o s p h o p r o t e i n .  I n  l o w e r  

e u k a r y o t e s  t o o ,  a l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  60S s u b u n i t  p h o s p h o p r o t e i n  

h a s  b e e n  f o u n d  ( A r t e m i a  s a l i m a  : Van A g t h o v e n ,  M a a s e n  a n d  M o l l e r ,  

1 9 7 7 ;  y e a s t  : Z i n k e r  a n d  W a r n e r ,  1 9 7 6 )  i n d i c a t i n g  t h a t  e u k a r y ­

o t i c .  c e l l s  n o r m a l l y  c o n t a i n  a t  l e a s t  t wo  r i b o s o m a l  p h o s p h o ­

p r o t e i n s  ( t h e  o t h e r  b e i n g  S 6 ) .

A n o t h e r  r e a s o n  why t h e  l a r g e  s u b u n i t  p r o t e i n s  w e r e  n o t  

a l w a y s  o b s e r v e d  i s  t h a t  t h e y  a r e  a c i d i c  ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 7 ;  

Z i n k e r  a n d  W a r n e r ,  1 9 7 6 )  a n d  m i g r a t e  i n  t h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  

t o  t h e  b a s i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  on m o s t  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m s .  As, m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y  ( 1 . 1 . 1 )  m e t h o d s
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o f  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s u c h  a s  t h e  ' S w e e p - G e l '  s y s t e m  o f  

L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 7 )  a l l o w  b e t t e r  d e t e c t i o n  a n d  a n a l y s i s  o f  

t h i s  p r o t e i n .

On t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  m o s t  w o r k e r s  h a v e  

o b s e r v e d  e i t h e r  t wo  ( Z i n k e r  a n d  W a r n e r ,  1 9 7 6 ;  Van A g t h o v e n ,

M a a s e n  a n d  M o l l e r ,  1 9 7 7 ;  O t a k a  a n d  K o b a t a ,  1 9 7 8 ;  H o u s t o n ,  1 9 7 8 )  

o r  t h r e e  ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1978c; H o r a k  a n d  S c h i f f m a n ,  1 9 7 7 ;

A r p i n ,  Mad j a r  a n d  R e b o u d  1 9 7 8 )  c l o s e l y  m i g r a t i n g  s t a i n e d  s p o t s  

n o t  more  t h a n  t wo  o f  w h i c h  a r e  p h o s p h o r y l a t e d .  I n  A r t e m i a  s a l i n e  

t h e  a c i d i c  60S s u b u n i t  p r o t e i n  eL12 h a s  b e e n  s e q u e n c e d  a n d  t h i s  

h a s  s hown  t h a t  o n l y  a  s i n g l e  s i t e  i s  p h o s p h o r y l a t e d  (Amons ,

P l u i j m s  a n d  M o l l e r ,  1 9 7 9 ) .  Sweep  g e l  a n a l y s i s  o f  p r o t e i n  L^ 

f r o m  K r e b s  I I  a s c i t e s  60S s u b u n i t s  c a n  r e s o l v e  t h r e e  s t a i n e d  

s p o t s ,  t w o  o f  w h i c h  a r e  d e r i v a t i v e s  c o n t a i n i n g  e i t h e r  one  o r  

t wo  p h o s p h a t e s  s i n c e  p r i o r  t r e a t m e n t  o f  60S s u b u n i t s  w i t h  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  r e s u l t s  i n  a s i n g l e  s t a i n e d  s p o t  ( L e a d e r  

a n d  C o i a ,  1 9 7 8 # .

E v i d e n c e  now s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  a r e  i n  f a c t  two a c i d i c  

60S s u b u n i t  p h o s p h o p r o t e i n s  w i t h  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t s  

( Z i n k e r  a n d  W a r n e r ,  1 9 7 6 ;  R a n k i n e  a n d  L e a d e r ,  1 9 7 6 ;  Van A g t h o v e n ,  

M a a s e n  a n d  M o l l e r ,  1 9 7 7 ;  T s u r u g i  j e t  £ l . , 1 9 7 8 ) ,  The s e c o n d  

a c i d i c  p r o t e i n  i s  s l i g h t l y  l a r g e r  a n d  more  a c i d i c  t h a n  t h e  one  

f i r s t  d e s c r i b e d  a n d  i t  was  o r i g i n a l l y  t h o u g h t  t o  be o n l y  a 

m i n o r  s p e c i e s .  T h i s  now a p p e a r s  t o  be i n c o r r e c t  s i n c e  i t  c a n  

be  r e c o v e r e d  i n  y i e l d s  o f  up t o  50% t h a t  o f  t h e  s m a l l e r  p r o t e i n  

i n  A r t e m i a  s a l i n a  ( V a n  A g t h o v e n  et- £ l .  , 1 9 7 8 )  . I t  was  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e  s m a l l e r  a c i d i c  p h o s p h o p r o t e i n  i s  d e r i v e d  f r o m  t h e  

l a r g e r  by  p r o t e o l y s i s ,  b u t  Van A g t h o v e n  ejb a ^ .  , ( 1 9 7 8 )  h a v e  

s h o w n ,  b y  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a n a l y s i s ,  t h a t  eL12  a n d  t h e
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l a r g e r  a c i d i c  p r o t e i n  eL12'  f r o m  A r t e m i a  s a l i n a  a r e  i n  f a c t  

u n i q u e  p r o t e i n s .

The r e l a t i v e  e a s e  w i t h  w h i c h  t h e  a c i d i c  60S s u b u n i t  p r o t e i n s  

c a n  be e x t r a c t e d  ( c o m p a r e d  t o  m o s t  r i b o s o m a l  p r o t e i n s )  a n d  t h e  

e x i s t e n c e  o f  a c y t o p l a s m i c  p o o l  o f  f r e e  a c i d i c  p r o t e i n  i n  y e a s t  

( Z i n k e r ,  1 9 8 0 ;  S a n c h e z - M a d r i d  a n d  B a l l e s t a ,  1 9 7 9 )  s u g g e s t s  

t h a t  t h i s  p r o t e i n  c a n  u n d e r g o  a n  e x c h a n g e  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  

r i b o s o m e  a n d  c y t o p l a s m  v i v o  ( c . f ,  1 . 1 . 2 ) .  O t h e r  e v i d e n c e  

f o r  s u c h  a n  e x c h a n g e  r e a c t i o n  h a s  b e e n  o b t a i n e d  by  i n j e c t i n g
3

H - l a b e l l e d  p r o t e i n  eL12 f r o m  A r t e m i a  s a l i n a  i n t o  X e n o p u s  l a e v i s  

o o c y t e s  a n d  o b s e r v i n g  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  i n j e c t e d  p r o t e i n  

w i t h  t h e  r i b o s o m e s  ( K a l t h o f f  a n d  R i c h t e r ,  1 9 7 9 ) ,  A n o t h e r  

i n t e r e s t i n g  f e a t u r e  o f  s u c h  a n  e x c h a n g e  r e a c t i o n  i s  s u g g e s t e d  

by  t h e  l a c k  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  f r e e  a c i d i c  p r o t e i n  i n  t h e  

c y t o p l a s m i c  p o o l  w h e r e a s  t h i s  p r o t e i n  i s  p h o s p h o r y l a t e d  whe n  

i t  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r i b o s o m e  ( Z i n k e r ,  1 9 8 0 ) .

T h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  t h a t  t h e  a c i d i c  p r o t e i n s  

i n  e u k a r y o t i c  60S s u b u n i t s  a r e  e q u i v a l e n t s  o f  E . c o l i  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  L 7 / L 1 2 . A n t i b o d i e s  t o  L 7 / L 1 2  w i l l  c r o s s - r e a c t  w i t h  

60S s u b u n i t s  f r o m  r a t  l i v e r  (Wool  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 4 ;  S t o f f l e r  

2 t  , 1 9 7 4 )  c h i c k e n  l i v e r  ( H o w a r d ,  S m i t h  a n d  G o r d o n ,  1 9 7 6 )  a n d  

y e a s t  (Wool  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 4 )  a n d  c a n  a l s o  b l o c k  p o l y p h e n y l a l a ­

n i n e  s y n t h e s i s  ( G r a s m u k ,  N o l a n  a n d  D r e w s ,  1 9 7 7 ) .  R e p l a c e m e n t  

o f  t h e  a c i d i c  p r o t e i n s  i n  A r t e m i a  s a l i n a  ( M o l l e r  ejt eQ.. , 1 9 75 )  

o r  y e a s t  ( R i c h t e r  a n d  M o l l e r ,  1 97 4 )  by E . c o l i  L 7 / L 1 2  r e s u l t e d  

i n  a c t i v e  r i b o s o m e s  s u g g e s t i n g  t h e  f u n c t i o n a l  e q u i v a l e n c e  o f  

t h e s e  p r o t e i n s  f r o m  d i f f e r e n t  s p e c i e s .  S i m i l a r l y  a n t i b o d i e s  

t o  A r t e m i a  s a l i n a  p r o t e i n  eL12  i n h i b i t s  t h e  E F - 2  d e p e n d e n t
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GTPase  r e a c t i o n  o f  A r t e m i a  s a l i n a  r i b o s o m e s  i n d i c a t i n g  t h a t  

i t  h a s  a s i m i l a r  f u n c t i o n  t o  L 7 / L 1 2  ( c . f .  1 . 1 . 4 ) .  B o t h  

L 7 / L 1 2  a n d  t h e  e u k a r y o t i c  a c i d i c  p r o t e i n s  ( T i s c h e n d o r f ,

Z e i c h a r d t  a n d  S t o f f l e r ,  1 9 7 5 ;  R a n k i n e  a n d  L e a d e r ,  1 9 7 6 ;

H o r a k  a n d  S c h i f f m a n ,  1 97 7 )  a p p e a r  t o  be l o c a t e d  a t  t h e  s u b u n i t  

i n t e r f a c e ,  a n d  a s  i s  t h e  c a s e  f o r  L 7 / L 1 2  t h e  e u k a r y o t i c  a c i d i c  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  i n  m u l t i p l e  c o p i e s  (Va n  A g t h o v e n  

ejb , 1 9 7 8 ;  K r u i s w i j k  De Hey a n d  P l a n t a ,  1 9 7 8 ) .  I n  T a b l e  1 . 2  

some f e a t u r e s  o f  e u k a r y o t i c  l a r g e  s u b u n i t  p h o s p h o p r o t e i n s  a r e  

c o m p a r e d  t o  L 7 / L 1 2 .

D e s p i t e  t h e  o b s e r v e d  i m m u n o c h e m i c a l  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  

L 7 / L 1 2  w i t h  e u k a r y o t i c  a c i d i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  t h e r e  a r e  

some a n o m a l i e s .  S t o f f l e r  ejb a ^ .  , ( 1 9 7 4 )  w e r e  o r i g i n a l l y  a b l e  

t o  show a c r o s s - r e a c t i o n  b e t w e e n  r a t  l i v e r  p r o t e i n s  L 4 0  a n d  L4 I  

a n d  E .  c o l i  L 7 / L 1 2 , H ow ev er  s u b s e q u e n t  a n a l y s e s  h a v e  f a i l e d  

t o  d e t e c t  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e s e  p r o t e i n s ,  t h o u g h  a p a i r  o f  

p h o s p h o r y l a t e d  a c i d i c  p r o t e i n s  ( d i f f e r e n t  f r o m  L4 0  a n d  L4 I )  

h a v e  b e e n  p u r i f i e d  b u t  t h e s e  do n o t  c r o s s - r e a c t  w i t h  a n t i b o d i e s  

t o  L 7 / L 1 2  ( T s u r u g i  , 1 9 7 8 ) .  P r o t e i n  eL12  f r o m  A r t e m i a

s a l i n a  a p p e a r s  t o  be  f u n c t i o n a l l y  e q u i v a l e n t  t o  E . c o l i  

p r o t e i n  L 7 / L 1 2 ,  b u t  d o e s  n o t  show a n y  i m m u n o c h e m i c a l  c r o s s ­

r e a c t i v i t y  t o  L 7 / L 1 2  ( Va n  A g t h o v e n ,  M a a s e n  a n d  M o l l e r ,  1 9 7 7 ) .

The p r i m a r y  s e q u e n c e  o f  A r t e m i a  s a l i n a  eL12  h a s  l i t t l e  

h o m o l o g y  w i t h  E .  c o l i  L 7 / L 1 2 ,  h o w e v e r  b o t h  o f  t h e s e  p r o t e i n s  

h a v e  some h o m o l o g y  w i t h  c e r t a i n  r e g i o n s  o f  p r o t e i n  HL20 f r o m  

t h e  a r c h e o b a c t e r i a  H a l o b a c t e r i u m  c u t i r u b r u m  ( Amons ,  P l u i j m s  a n d  

M o l l e r ,  1 9 7 9 ) .  T h u s  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e r e  i s  some e v i d e n c e  

( a l b e i t  i n d i r e c t )  f o r  a n  e v o l u t i o n a r y  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

t h e  e u k a r y o t i c  60S s u b u n i t  a c i d i c  p h o s p h o p r o t e i n  a n d  p r o t e i n
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T a b l e  1 . 2 E u k a r y o t i c  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  A n a l o g o u s  

t o  P r o t e i n  L 7 / L 1 2  f r o m  E .  c o l i

S p e c i e s P r o t e i n M o l e c u l a r  W e i g h t P h o s p h o r y l a t e  d

A r t e m i a  s a l i n a ^ eL12 1 3 , 0 0 0 Yes
e L 1 2 ' > 1 3 , 0 0 0 Ye 8

Y e a s t P 5 / P 5 ' 1 4 , 0 0 0 Yes
3

P h y s a r u m
p o l y c e p h a l u m

L2 0 / L 2  4 1 5 , 0 0 0 - 1 5 , 5 0 0 Yes

K r e b s  I I  A s c i t e s ^ '  

C e l l s

1 3 , 5 0 0 - 1 4 , 0 0 0 Yes

HeLa C e l l s ^ L 4 0 ( a , b , c ) 1 3 , 7 0 0 Yes

R a t  L i v e r ^ P 1 / P 2 1 5 , 2 0 0 - 1 6 , 0 0 0 Yes
7Mouse  Myeloma L28 1 4 , 0 0 0 Ye s

E .  o o l i L 7 / L 1 2 1 2 , 2 0 0 No

1 .  Van A g t h o v e n  e_t , ( 1 9 7 8 )

2 .  Z i n k e r  ( 1 9 8 0 )

3 .  B e l a n g e r ,  B e l l e m a r e  a n d  L e m i e u x  ( 1 9 7 9 )

4 .  R a n k i n e , L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 7 )

5.  H o r a k  a n d  S c h i f f m a n n  ( 1 9 7 7 )

6 .  T s u r u g i  ejfc _a l .  ( 1 9 7 8 )

7 .  M a r t i n i  a n d  K r u p p a  ( 1 9 7 9 )

8 .  T e r h o r s t  e t  a l . ,  ( 1 9 7 3 )
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L 7 / L 1 2  f r o m  E . c o l l .

I n  c o n t r a s t  t o  p r o t e i n  86 t h e r e  h a s  b e e n  l i t t l e  i n d i c a t i o n  

t h a t  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  s t a t e  o f  t h e  a c i d i c  p h o s p h o p r o t e i n  o f  

t h e  60S s u b u n i t  c a n  be  a l t e r e d  i n  i n t a c t  c e l l s .  One n o t a b l e  

e x c e p t i o n  i s  t h e  d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  p r o t e i n  i n  i s o l a t e d  

K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  w h i c h  a r e  i n c u b a t e d  i n  a  medium c o n t a i n ­

i n g  g l u c o s e  ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 8 # .

As i s  t h e  c a s e  f o r  p r o t e i n  S 6 , t h e  f u n c t i o n  o f  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  o f  a s c i t e s  L^ a n d  t h e  e q u i v a l e n t  p r o t e i n  i n  o t h e r

e u k a r y o t e s  i s  a t  p r e s e n t  a s u b j e c t  f o r  s p e c u l a t i o n ,  K a b a t  ( 1 9 7 0 )
32d e s c r i b e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a P - l a b e l l e d  60S s u b u n i t  a c i d i c

p r o t e i n  o n l y  i n  monos omes  b u t  n o t  p o l y s o m e s  wh e n  r a b b i t  r e t i c -
32u l o c y t e s  w e r e  l a b e l l e d  w i t h  P - o r t h o p h o s p h a t e . T h i s  s u g g e s t e d  

t h a t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  L^ c o u l d  m a i n t a i n  60S s u b u n i t s  i n  t h e  

f o r m  o f  i n a c t i v e  m o n o s o m e s .  H o w e v e r ,  s u b s e q u e n t  a n a l y s i s  i n  

s a r c o m a  c e l l s  ( B i t t e  a n d  K a b a t ,  1 9 7 2 )  a n d  i n  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  

n o r m a l  a n d  d i a b e t i c  r a t  s k e l e t a l  m u s c l e  ( w h e r e  t h e r e  i s  a l a r g e  

d e c r e a s e  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  p o l y s o m e s  : L e a d e r ,  C o i a  a n d  

Fahmy ,  1 9 7 8 )  h a v e  n o t  d e m o n s t r a t e d  s u c h  a d i f f e r e n c e  i n  L^ 

p h o s p h o r y l a t i o n  b e t w e e n  monos omes  a n d  p o l y s o m e s .

The e x c h a n g e  r e a c t i o n  o f  t h e  a c i d i c  p r o t e i n  b e t w e e n  t h e  

r i b o s o m e  a n d  c y t o p l a s m  ( Z i n k e r ,  1 9 8 0 )  c o u l d ’ a c t  a s  a k e y  s t e p  

i n  t h e  f i n a l  s t a g e s  o f  r i b o s o m e  a s s e m b l y .  The p r e s e n c e  o f  L^

( o r  i t s  e q u i v a l e n t s )  c o u l d  be  e s s e n t i a l  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  

a f u l l y  f u n c t i o n a l  r i b o s o m e ,  p o s s i b l y  b y  f o r m i n g  a b i n d i n g  

s i t e  f o r  f a c t o r s  i n v o l v e d  i n  t h e  GTPase  r e a c t i o n s  ( W e i s s b a c h ,  

1 9 8 0 ) .  P h o s p h o r y l a t i o n  m i g h t  i n c r e a s e  t h e  a f f i n i t y  o f  L^ 

f o r  t h e  60S  s u b u n i t  e i t h e r  a f t e r  i t  h a s  b e co me  b o u n d  o r  j u s t  

b e f o r e  i t  d o e s  s o .  An i n c r e a s e  i n  a f f i n i t y  f o r  t h e  60S
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s u b u n i t  f o l l o w i n g  p h o s p h o r y l a t i o n  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  l a c k  

o f  p h o s p h o r y l a t e d  a c i d i c  p r o t e i n  i n  t h e  f r e e  c y t o p l a s m i c  p o o l  

i n  y e a s t  ( Z i n k e r ,  1 9 8 0 )  d e s p i t e  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  k i n a s e s  

c a p a b l e  o f  p h o s p h o r y l a t i n g  t h i s  p r o t e i n  i n  t h e  c y t o p l a s m  

( K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r ,  1 9 7 6 ) .

The p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  eL12 f r o m  A r t e m i a  s a l i n a  h a s  

some s e q u e n c e  h o m o l o g y  w i t h  t h e  c o n t r a c t i l e  p r o t e i n  m y o s i n ,

i . e .  b o t h  p r o t e i n s  c o n t a i n  a n  a l a n i n e  r i c h  r e g i o n  o f  a m i n o  a c i d s  

(Amons e t  a l , ,  1 9 7 8 ) .  T h i s  s t r u c t u r a l  h o m o l o g y  c o u l d  r e f l e c t  

s i m i l a r  f u n c t i o n s  f o r  t h e s e  two  p r o t e i n s  n a m e l y  t h a t  b o t h  m i g h t  

h a v e  a m o t i l e  f u n c t i o n .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  eL12  ( a n d  i t s  

e q u i v a l e n t  i n  o t h e r  c e l l s )  m i g h t  e f f e c t  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  

o t h e r  p r o t e i n s  i n v o l v e d  i n  t h e  t r a n s l o c a t i o n  p r o c e s s -  ( e . g .  

e l o n g a t i o n  f a c t o r s )  a n d  t h e r b y  e i t h e r  i n c r e a s e  o r  d e c r e a s e  i t s  

e f f i c i e n c y  i n  p e r f o r m i n g  s u c h  a f u n c t i o n ,

A r o l e  f o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  c o u l d  be  i n f e r r e d  

f r o m  t h e  p o s i t i o n  o f  L 7 / L 1 2  i n  t h e  Lake  m o d e l  o f  t h e  E . c o l i  

r i b o s o m e  ( c . f .  1 . 1 . 3 ) .  P r o t e i n  L 7 / L 1 2  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  

s t a b i l i z i n g  a m i n o  a c y l  t RNA«EF-Tu t o  t h e  p r o p o s e d  ' R - s i t e '

( L a k e ,  1 9 8 0 ) .  I f  t h i s  p r o c e s s  w e r e  t o  o c c u r  i n  t h e  e u k a r y o t i c  

r i b o s o m e ,  t h e n  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  L.  ̂ by  p h o s ­

p h o r y l a t i o n  m i g h t  e f f e c t  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  r i b o s o m e  t o  b i n d  

a m i n o  a c y l  tRNA a t  t h e  ' R - s i t e ' .
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1 . 3 . 1 . 3  O t h e r  R i b o s o m a l  P h o s p h o p r o t e i n s

P r o t e i n s  8 2 ,  S3 a n d  L14 w h i c h  w e r e  n o r m a l l y  n n p h o s p h o r y -  

l a t e d  i n  a s c i t e s  c e l l s  b e ca m e  p h o s p h o r y l a t e d a f t e r  i n c u b a t i o n  

o f  c e l l s  i n  med i um c o n t a i n i n g  g l u c o s e  a n d  a m i n o  a c i d s  ( L e a d e r  

a n d  C o i a ,  1 9 7 8 ^ .  S i m u l t a n e o u s l y ,  a s  t h e s e  p r o t e i n s  b ec am e  

p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s  L^ a n d  S6 w e r e  d e p h o s p h o r y l a t e d .

T h i s  a l t e r e d  p h o s p h o r y l a t i o n  p a t t e r n  a l s o  o c c u r r e d  i f  c e l l s  

w e r e  i n c u b a t e d  i n  medium w h i c h  was  l a c k i n g  g l u c o s e  b u t  

c o n t a i n e d  a m i n o  a c i d s .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  32 d i d  n o t  

h o w e v e r  b ecome  p h o s p h o r y l a t e d .  The r a p i d  r a t e  o f  g l y c o l y s i s  

i n  a s c i t e s  c e l l s  means  t h a t  i n c u b a t i o n  med i um o r i g i n a l l y  

c o n t a i n i n g  g l u c o s e  a n d  a m i n o  a c i d s  b e c o m e s  g l u c o s e  d e p l e t e d  

d u r i n g  t h e  l a b e l l i n g  o f  c e l l s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

s t i m u l u s  f o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S3 a n d  L 14  i s  t h e  a b s e n c e  

o f  g l u c o s e  a n d  t h a t  a m i n o  a c i d s  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h i s  t o  o c c u r ,  

p o s s i b l y  b y  t h e  s y n t h e s i s  o f  a new p r o t e i n  k i n a s e ( s ) .  The 

s i t u a t i o n  may h o w e v e r  be  more  c o m p l i c a t e d  s i n c e  g l u c o s e  

d e p r i v a t i o n  i n  o t h e r  c e l l  t y p e s  d o e s  n o t  c a u s e  a s i m i l a r  a l t e r e d  

p h o s p h o r y l a t i o n  p a t t e r n  ( L a n d s c h u t z  a s c i t e s  c e l l s  : J o l i c o e u r

1 9 7 4 ;  BHK c e l l s  : L e a d e r ,  1 9 8 0 ^ ,

O t h e r s  h a v e  r e p o r t e d  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S3 ( T r a u g h  

a n d  P o r t e r ,  1 9 7 6 ;  M a r v a l d i  a n d  L u c a s - L e n a r d ,  1 9 7 7 ;  R o b e r t s  

a n d  A s h b y ,  1 9 7 8 )  a n d  L14 ( L a s t i c k  N i e l s e n  a n d  McConkey ,  1 9 7 7 ;  

T r a u g h  a n d  P o r t e r ,  1 9 7 6 ;  H o u s t o n ,  1 9 78 )  b u t  t h e r e  was  much 

l e s s  p h o s p h a t e  i n  t h e  p r o t e i n s  i n  t h e s e  s t u d i e s .  The f u n c t i o n ( s )  

o f  p r o t e i n s  L14 a n d  S3 a r e  n o t  y e t  known ( a s  i s  t h e  c a s e  f o r  

L^ a n d  S 6 ) .  T h e r e  i s  some c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  t h a t  33 may 

be  f u n c t i o n a l l y  i m p o r t a n t .  A n t i b o d i e s  t o  S3 c a n  b l o c k
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i n i t i a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( N o l l  et .  , 1 9 7 8 )  a n d  

W e s t e r m a n n ,  N y g a r d  a n d  B i e l k a  ( 1 9 8 1 )  h a v e  s h o wn  t h a t  S3 c a n  

be c r o s s - l i n k e d  t o  e I F - 2  p r e s e n t  i n  t h e  t e r n a r y  i n i t i a t i o n  

c o m p l e x  ( F i g  1 . 3 ;  a l s o  s e e  1 . 3 . 1 . 1 ) .

P r o t e i n  S2 i s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  a s c i t e s  c e l l s  w h i c h  h a v e  

p r o d u c e d  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  l a c t i c  a c i d  by  a n a e r o b i c  g l y c o ­

l y s i s  ( t h e r e b y  r e d u c i n g  t h e  pH) a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  S2 

p h o s p h o r y l a t i o n  i s  a r e s p o n s e  t o  t h e s e  a b n o r m a l  c e l l u l a r  

c o n d i t i o n s .  S2 h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  a s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  

HeLa c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  v a c c i n i a  v i r u s  ( a l s o  a n  a b n o r m a l  c e l l ­

u l a r  c o n d i t i o n ;  K a e r l e i n  a n d  H o r a k ,  1 9 7 6 ) .

P r o t e i n  S16 was  a l s o  r e p o r t e d  t o  be  p h o s p h o r y l a t e d  i n  

HeLa c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  v a c c i n i a  v i r u s .  More  r e c e n t l y ,  

K e n n e d y ,  S t e v e l y  a n d  L e a d e r  ( 1 9 8 1 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  S l 6  

( o r  S 18)  i s  h i g h l y  p h o s p h o r y l a t e d  i n  BHK c e l l s  ( a s  w e l l  a s  a 

l a r g e  i n c r e a s e  i n  S6 p h o s p h o r y l a t i o n ) ,  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  H o w e v e r ,  S 1 6 / S 1 8  p h o s p h o r y l a t i o n  d o e s  n o t  

s e e m t o  be  a g e n e r a l  r e s p o n s e  t o  v i r u s  i n f e c t i o n  s i n c e  no  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S 1 6 / S 1 8  was  o b s e r v e d  a f t e r  i n f e c t i o n  o f  BHK 

c e l l s  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  I  ( a l t h o u g h  S6 b eca me  h i g h l y  

p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ;  K e n n e d y ,  S t e v e l y  a n d  

L e a d e r , 1 9 8 1 ) .
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1 , 3 . 2  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  by  P r o t e i n  

K i n a s e s

P r i o r  t o  t h e  s t a r t  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t h e r e  h a d  b e e n  

a l a r g e  n u m b e r  o f  r e p o r t s  t h a t  r i b o s o m e s  f r o m  many d i f f e r e n t  

e u k a r y o t e s  c o u l d  be  p h o s p h o r y l a t e d  b y  p r o t e i n  k i n a s e s  i n  c e l l -  

f r e e  s y s t e m s  ( L e a d e r ,  1 9 8 0 ^ .

P r o t e i n  k i n a s e s  c a p a b l e  o f  p h o r p h o r y l a t i n g  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  c y t o s o l  f r a c t i o n  o f  many c e l l s ;  r a t  l i v e r  

( E i l  a n d  Wool ,  1 9 7 1 ) ,  r e t i c u l o c y t e s  ( T r a u g h  a n d  P o r t e r ,  1 9 7 6 ) ,  

y e a s t  ( B e c k e r - U r s i c  a n d  D a v i s ,  1 9 7 6 ) ,  a d r e n a l  c o r t e x  ( W a l t o n  a n d  

G i l l ,  1 9 7 3 ) ,  c o r p u s  l u t e u m  ( A z h a r  a n d  Menon,  1 9 7 5 ) .  P r o t e i n  

k i n a s e s  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r i b o s o m e ;  

r e t i c u l o c y t e s  ( K a b a t ,  1 9 7 1 ;  M a r t i n i  a n d  G o u l d ,  1 9 7 3 )  t r o u t -  

t e s t i s  ( J e r g i l ,  1 9 7 2 )  t h y r o i d  ( P a v l o v i c - H o u r n a c  £ t  £ l . ,  1 9 7 3 ) .

Many o f  t h e s e  s t u d i e s  d i d  n o t  c h a r a c t e r i z e  w h i c h  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  a n d  i n  some c a s e s  t h e  p r o t e i n s  

p h o s p h o r y l a t e d  c o u l d  be n o n - r i b o s o m a l  ( Q u i r i n - S t r i c k e r  e t  a l ,

1 9 7 6 ) .  O t h e r s  h a v e  s ho wn  t h a t  t h e  p a t t e r n  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  

i n  c e l l - f r e e  p h o s p h o r y l a t i o n  s y s t e m s  c a n  be d i f f e r e n t  t o  t h a t  

o b s e r v e d  i n  t h e  i n t a c t  c e l l s  f r o m  w h i c h  t h e  c e l l - f r e e  s y s t e m s  

a r e  d e r i v e d  ( T r a u g h ,  Mumby a n d  T r a u t ,  1 97 3 :  W a l t o n  a n d  G i l l ,  1 9 7 3 ;  

V e n t a m i g l i a  a n d  Wool ,  1 9 7 4 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  i t  i s  n e c e s s a r y  

t o  f u l l y  c h a r a c t e r i z e  p r o t e i n s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  c e l l - f r e e  s y s t e m s ,  

a n d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e i r  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  i n t a c t  c e l l s  b e f o r e  

t h e y  c a n  be r e g a r d e d  a s  f u n c t i o n a l l y  s i g n i f i c a n t .

P r o t e i n  S6 c a n  be  p h o s p h o r y l a t e d  by c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  

k i n a s e  ( T r a u g h  a n d  P o r t e r ,  1 97 6)  b u t  o n l y  a t  a maximum o f  two 

o f  t h e  p o s s i b l e  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e s  (Du V e r n a y  a n d  T r a u g h ,
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1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  p r o t e i n  k i n a s e  c a n  a l s o  p h o s p h o r y l a t e  

a n u m b e r  o f  o t h e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  a n d  i t  i s  u n c l e a r  w h e t h e r  

i t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  86 p h o s p h o r y l a t i o n  ijn v i v o . Some 

e v i d e n c e  t h a t  86 m i g h t  be p h o s p h o r y l a t e d  by  more  t h a n  one  t y p e  

o f  p r o t e i n  k i n a s e  h a s  b e e n  g i v e n  b y  W e t t e n h a l l  a n d  H e w l e t t  

( 1 9 7 9 ) .  T h e y  s h o w e d  t h a t  i n  t h y m o c y t e s  p r o s t a g l a n d i n  E l  

s t i m u l a t e s  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 by e l e v a t i o n  o f  cAMP c o n c e n ­

t r a t i o n ,  w h e r e a s  c o n c a n v a l i n  A a c t s  t h r o u g h  a c y c l i c  n u c l e o t i d e -  

i n d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  t o  p h o s p h o r y l a t e  8 6 .

Some i n d i c a t i o n  t h a t  a c i d i c  p r o t e i n s  a n a l o g o u s  t o  c a n  

be p h o s p h o r y l a t e d  by  a c a s e i n  k i n a s e  h a s  b e e n  sh own  by  K u d l i c k i ,  

G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r  ( 1 9 7 6 )  i n  y e a s t  a n d  by I s s i n g e r  ( 1 9 7 7 )  

i n  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e s .

To f u l l y  u n d e r s t a n d  t h e  c o n t r o l  a n d  e x t e n t  o f  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  

p r o t e i n  k i n a s e ( s )  r e s p o n s i b l e .

The o b j e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  was  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  

p r o t e i n  k i n a s e ( s )  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s ,  e s p e c i a l l y  t h e  

608  r i b o s o m a l  s u b u n i t  a c i d i c  p r o t e i n  A l s o  t o  e x a m i n e

f o r  p o s s i b l e  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  a c t i v i t y  o r  p a t t e r n  o f  p r o t e i n  

k i n a s e s  f r o m  K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  i n c u b a t e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  

w h i c h  a l t e r  t h e  p a t t e r n  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n .
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2 . 1  MATERIALS

2 . 1 . 1  B i o l o g i c a l :

BHK/C13 c e l l s  a r e  a n  e s t a b l i s h e d  l i n e  o f  h a m s t e r  

f i b r o b l a s t s ,  ( M a c p h e r s o n  a n d  S t o k e r ,  f 9 6 2 ) .

K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s  a r e  d e r i v e d  f r o m  t h e  s o l i d  

K r e b s  I I  C a r c i n o m a  a n d  a r e  g r o w n  i n  t h e  p e r i t o n e a  o f  m i c e  

a s  a h o m o g e n e o u s  s u s p e n s i o n  ( K l e i n  a n d  K l e i n ,  1 9 5 1 ) .  

P s e u d o r a b i e s  v i r u s  ( P i g  H e r p e s v i r u s  1) was  d e r i v e d  f r o m  a 

s t o c k  p r e p a r a t i o n  ( K a p l a n  a n d  M a t t e r ,  1 9 5 9 )  a n d  h a s  

s u b s e q u e n t l y  b e e n  p l a q u e  p u r i f i e d .

2 . 1 . 2  R a d i o c h e m i c a l s :

A l l  r a d i o c h e m i c a l s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m .  The  R a d i o c h e m i c a l  

C e n t r e ,  A me r s h a m ,  E n g l a n d .

ATP s p e c i f i c  a c t i v i t y  a p p r o x i m a t e l y  20  Ci / r amol e  

[y - ^ ^ p ] GTP " ” " 20  C i / m m o l e

32 P - O r t h o p h o s p h o r i c  a c i d ,  c a r r i e r  f r e e  a t  c o n c e n t r a t i o n  

o f  l O m C i / m l .

^ ^ C - M e t h y l a t e d  P r o t e i n , M i x t u r e , c o n t a i n i n g  O . S 3 3 p C i / m l  

o f  e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g  p r o t e i n s .

^^C M e t h y l a t e d  m y o s i n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  3 5 ^ ^ i / m g  

p h o s p h o r y l a s e - b  " " 39;xCi /mg

b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  " 60juCi /mg

c a r b o n i c  a n h y d r a s e  " I 8 p ^ i / m g

l y s o z y m e  " " 1 7 ^ 0 i / m g

tt
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2 . 1 . 3  E n z y m e s  a n d  O t h e r  P r o t e i n s :

C a l m o d u l i n  was  a g i f t  f r o m  D r .  P .  C o h e n ,  D e p a r t m e n t  o f  

B i o c h e m i s t r y ,  U n i v e r s i t y  o f  D u n d e e ,  S c o t l a n d .

P r o t e i n  K i n a s e  I n h i b i t o r  P r o t e i n  ’ P K G I ' was  a g i f t  

f r o m  D r .  E . M.  Ch a mb e z ,  C e n t r e  d ' E t u d e s  e t  de R e c h e r c h e s  s u r  

l e s  M a c r o m o l e c u l e s  O r g a n i s é e s ,  G r e n o b l e ,  F r a n c e .

B e e f  H e a r t  cAMP d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e .

C a s e i n  ( p a r t i a l l y  h y d r o l y s e d ,  

a n d  d e p h o s p h o r y l a t e d ) .

H i s t o n e  I I A  ( C a l f  t h y m u s ) .

C y t o c h r o m e  C ( H o r s e  h e a r t ) .

B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n  ( E S A ) .

S igma  C h e m i c a l  Company,  

P o o l e ,  E n g l a n d .

A rmo u r  P h a r m a c e u t i c a l  C o . L t d . ,  

E a s t b o u r n e ,  E n g l a n d .

2 . 1 . 4  C h e m i c a l s  :

M o s t  c h e m i c a l s  w e r e  A n a l a r  g r a d e  o b t a i n e d  f r o m ,  BDH 

C h e m i c a l s  L t d . ,  P o o l e ,  E n g l a n d ,  e x c e p t  t h e  f o l l o w i n g  :

A c r y l a m i d e  

B i s - A c r y l a m i d e  

B i s - T r i s .

Ammonium P e r s u l p h a t e

N , N , N ' , N ’ , - T e t r a m e t h y l e t h y l e n e  

d i a m i n e  (TEMED)

Kodak  N o - S c r e e n  F i l m  NS-2T 

DX80 P h o t o g r a p h i c  D e v e l o p e r  

FX40 P h o t o g r a p h i c  F i x e r

B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s

R i c h m o n d ,  C a l i f o r n i a

U . S . A .

E a s t m a n  K o d a k  Company,  

R o c h e s t e r ,

New Y o r k ,

U . S . A .
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H e p a r i n  B . P .

E a g l e ' s  MEM med i um ( G l a s g o w  

M o d i f i c a t i o n )

MEM V i t a m i n s  

MEM Amino A c i d s  

C a l f  S e r u m

P e n i c i l l i n

S t r e p t o m y c i n

P y r o n i n e  Y

p - b i s -  2 - ( 5 - P h e n y l o x a z o l y l )  

b e n z e n e , ( P OP OP ) .

2 , 5 - d i p b e n y l o x a z o l e , (PPO)

PEI  C e l l u l o s e  s h e e t s

E v a n s  M e d i c a l  L t d . ,  

L i v e r p o o l ,  E n g l a n d .  

G i b c o  B i o - c u l t ,  

P a i s l e y ,  S c o t l a n d .

T r y p t o s e  P h o s p h a t e

ATP

GTP

cAMP

G l a x o  P h a r m a c e u t i c a l s  L t d . ,  

L o n d o n ,  E n g l a n d .

G . T .  G u r r  L t d . ,

L o n d o n ,  E n g l a n d .

K o c h - L i g h t  L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  

C o l n b r o o k ,

E n g l a n d .

M a c h e r e y ,  N a g e l  a n d  C o . ,  

D u r e n ,

F e d e r a l  Ge r ma n  R e p u b l i c .

O x o i d  L t d . ,

B a s i n g s t o k e ,  E n g l a n d .

P- L B i o c h e m i c a l s  I n c . ,  

M i l w a u k e e ,  W i s c o n s i n ,

U . S . A .

T r i s  S i gm a  C h e m i c a l  Company ,

C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  R P o o l e ,  E n g l a n d .

" ” " G2 50

A g a r o s e  Type  IV
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DEAE-c e l l u l o s e  (DE 52) 

P h o s p h o c e l l u l o s e  ( P l i )

3MM c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r

M. R e e v e - A n g e l  a n d  Co,  L t d . ,  

L o n d o n ,  E n g l a n d .

S p e c t r o p h o r  3 d i a l y s i s  t u b i n g  S p e c t r u m  M e d i c a l  I n d u s t r i e s  I n c . ,

Los  A n g e l e s ,  U . S . A .

2 . 2  S t a n d a r d  S o l u t i o n s :

T r i s  B u f f e r e d  S a l i n e  (TBS)

35mM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ,  146mM N a C l .

R e t i c u l o c y t e  S t a n d a r d  B u f f e r  (RSB) ( P e n m a n ,  1 9 6 6 )

lOmM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ,  lOmM KCl ,  1 . 5mM M a g n e s i u m  a c e t a t e .

Medium K

2 5mM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ,  12 5mM KCl ,  5mM M a g n e s i u m  a c e t a t e .

B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  m i n u s  P h o s p h a t e  ( B S S - P )  ( E a r l e ,  1 9 4 3 )

l l6mM N a C l ,  5.  4inM KCl ,  ImM MgSO^, 1 .  8mM C a C l ^ ,  

a n d  0 . 0 0 2%  ( w / v )  p h e n o l  r e d .  The pH o f  t h e  

s o l u t i o n  was  a d j u s t e d  t o  7 . 0  w i t h  8 .4% ( w / v )

ETC

NaHCO^.

E a g l e ' s  MEM c o n t a i n i n g  10% ( w / v )  T r y p t o s e  p h o s p h a t e ,

5% ( v / v )  C a l f  s e r u m ,  0 .22% ( w / v )  NaHCO^,  0 . 0 0 4 % ( w / v )  

p h e n o l  r e d ,  10 u n i t s / L  p e n i c i l l i n ,  lOOmg/L s t r e p t o m y c i n  

pH 7 . 0 .
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E a g l e ' s  MEM m i n u s  g l u c o s e

I s  c o m p o s e d  o f  a s o l u t i o n  o f  MEM a m i n o  a c i d s  a n d  

MEM v i t a m i n s .

T r i s - M a g n e s i u m - C i t r a t e  (TMC) ( H o g a n  a n d  H o r n e r ,  1 9 6 8 )

l6mM t r i s ,  lOmM MgSO^,  5mM c i t r i c  a c i d .

F o r m o l  S a l i n e

80mM N a C l ,  lOOmM Na^SO^,  3 .6% ( v / v )  F o r m a l d e h y d e .

S c i n t i l l a t i o n  F l u i d

66% ( v / v )  t o l u e n e ,  33% ( v / v )  2 - m e t h o x y e t h a n o l ,

0 .4% ( w / v )  2 , 5 - d i p h e n y l o x a z o l e , 0 .01% ( w / v )  p - h i s -  

2 - ( 5 - P h e n y l o x a z o l y l )  - b e n z e n e .
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2 . 3  METHODS

2 . 3 . 1  G r o w t h  a n d  H a r v e s t i n g  o f  K r e b s  I I  A s c i t e s  C e l l s .

G r o w t h  o f  C e l l s  :

A s c i t e s  c e l l s  w e r e  p r o p a g a t e d  i n  P o r t o n  m i c e  by  i n t r a -  

p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  0 . 2 m l  o f  a s c i t i c  f l u i d  ( a p p r o x i m a t e l y  

2 X 10^  c e l l s )  a t  s e v e n  d a y  i n t e r v a l s .

H a r v e s t i n g  :

E i g h t  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  t h e  m i c e  ( 1 7 - 2 0  i n  n u m b e r )  

w e r e  k i l l e d .  The s k i n  c o v e r i n g  t h e  p e r i t o n e u m  was  c u t  a w a y ,  

a n d  a n  i n c i s i o n  made i n  t h e  p e r i t o n e a l  m e m b r a n e .  The a s c i t i c  

f l u i d  was  c o l l e c t e d  i n  a 2 5 0 m l  c e n t r i f u g e  b o t t l e  c o n t a i n i n g  

5 0 - 1 0 0 m l  o f  i c e - c o l d  TBS.  A l l  s u b s e q u e n t  o p e r a t i o n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  a t  0 - 4 ° C .  To r e m o v e  c o n t a m i n a t i n g  b l o o d  c e l l s ,  

t h e  a s c i t e s  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

a t  375g  f o l l o w i n g  by  r e s u s p e n s i o n  i n  1 5 0 - 2 0 0 m l  TBS.  A f t e r  

t h e  f i n a l  w a s h ,  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  minimum v o l u m e  

o f  TBS,  a n d  c e n t r i f u g e d  i n  a 50ml  g r a d u a t e d  t u b e  f o r  10 m i n u t e s  

a t  7 3 0 g .  The p a c k e d  v o l u m e  o f  c e l l s  was  r e c o r d e d  a t  t h i s  s t a g e  

( t y p i c a l l y  2 0 m l ) .

2 . 3 . 2  G r o w t h  o f  BHK C e l l s

BHK- 21 / C13  c e l l s  w e r e  g r o w n  a s  m o n o l a y e r s  on 80oz  

r o l l e r  b o t t l e s .  The b o t t l e s  c o n t a i n e d  1 8 0 ml  o f  ETC medium 

i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  5% ( v / v )  CO^ i n  a i r .  C e l l s  w e r e  g r o wn  

f o r  t h r e e  d a y s  b e f o r e  h a r v e s t i n g  o r  i n o c u l a t i o n  w i t h  v i r u s ,  

( M a c p h e r s o n  a n d  S t o k e r ,  1 9 6 2 ) .
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C o n t a m i n a t i o n  C h e c k s .

C e l l s  w e r e  r e g u l a r l y  c h e c k e d  f o r  c o n t a m i n a t i n g  m i c r o ­

o r g a n i s m s .  A l i q u o t s  w e r e  g r o w n  on b l o o d  a g a r  p l a t e s  a t  

37°C t o  d e t e c t  b a c t e r i a l  c o n t a m i n a t i o n .  Y e a s t  a n d  f u n g a l  

c o n t a m i n a t i o n  w e r e  m o n i t o r e d  b y  i n c u b a t i n g  a l i q u o t s  o f  m e d i a  

i n  S a b o u r a u d ' s  med i um a t  32^^C . I n f e c t i o n  by  m y c o p l a s m a  was  

c h e c k e d  b y  u s i n g  PPLO a g a r  p l a t e s  s e e d e d  w i t h  c e l l s  a n d  

i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C .

2 . 3 . 3  ^ ^ P - L a b e l l i n g  o f  A s c i t e s  C e l l s

I t  h a s  b e e n  s ho wn  t h a t  when  a s c i t e s  c e l l s  a r e  l a b e l l e d

i n  a n  i n c u b a t i o n  m e d i u m ,  t h e  p a r t i c u l a r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  
32w h i c h  be co me  P - l a b e l l e d  d e p e n d s  on t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

m e d i um.  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  t wo  d i f f e r e n t  i n c u b a t i o n  m e d i a  

w e r e  u s e d .

Medium 1 ( R a n k i n e ,  L e a d e r ,  a n d  C o i a ,  1 9 7 7 )

T h i s  med ium c o n t a i n e d  no  g l u c o s e  s o  t h a t  c e l l s  b e ca m e  
32l a b e l l e d  w i t h '  P b u t  t h e  med i um d i d  n o t  b e co me  a c i d i c ,

( s i n c e  t h e  g l y c o l y t i c  p r o d u c t i o n  o f  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  

l a c t i c  a c i d  f r o m  g l u c o s e  c o u l d  n o t  t a k e  p l a c e ) .  The med ium 

c o n t a i n e d  10% ( v / v )  E a g l e ' s  MEM m i n u s  g l u c o s e ,  B S S - P ,  10% ( v / v )  

c a l f  s e r u m  m i n u s  p h o s p h a t e  ( d i a l y s e d  v s  B S S - P ) , 10  u n i t s / L  

p e n i c i l l i n ,  lOOmg/L s t r e p t o m y c i n ,  b u f f e r e d  w i t h  TMC a d j u s t e d  t o  

pH 7 . 6  w i t h  NaOH a t  3 7 ° C .

Medium 2 ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1978^

Medium 2 was  t h e  same a s  Medium 1 e x c e p t  t h a t  i t  c o n t a i n e d  

10% ( v / v )  E a g l e ' s  MEM ( c o m p l e t e  E a g l e ' s  med i um c o n t a i n i n g  

g l u c o s e ) .  L a c t i c  a c i d  was  p r o d u c e d  by  g l y c o l y s i s  o f  t h e
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g l u c o s e  a n d  t h i s  l o w e r e d  t h e  pH o f  t h e  med i um t o  a p p r o x i m a t e l y

6 . 5  a f t e r  1 . 5  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n .

L a b e l l i n g  o f  C e l l s

7Washed  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  10

c e l l s / m l  i n  2 0 0 m l  o f  e i t h e r  i n c u b a t i o n  m e d i u m .  C a r r i e r  f r e e  
32 P - o r t h o p h o s p h a t e  was  t h e n  a d d e d  t o  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

o f  0 . 0 5  m C i / m l  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  37°C f o r  t h r e e  

h o u r s  i n  a 2 l i t r e  c o n i c a l  f l a s k  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g .

A f t e r  l a b e l l i n g ,  t h e  c e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  w a s h e d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e  ( 2 . 3 . 1 ) .

2 . 3 . 4  I n f e c t i o n  o f  BHK C e l l s  w i t h  P s e u d o r a b i e s  V i r u s

BHK c e l l s  w e r e  g r o w n  f o r  t h r e e  d a y s  i n  80  oz r o l l e r  

b o t t l e s  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 2 ) .  The  ' u s e d '  med i um was  r e m o v e d ,  

a n d  t h e  c e l l s  w e r e  t h e n  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n  

2 0m l  o f  ' u s e d '  med i um a t  a m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  o f  one  

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t / 3 0 0  c e l l s .  The v i r u s  was  a l l o w e d  t o  

a d s o r b  t o  c e l l s  f o r  one  h o u r  a t  3 7^ C .  N e x t  50ml o f  ' u s e d '

ETC w e r e  a d d e d  a n d  t h e  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a 

f u r t h e r  f i v e  h o u r s .  The p o s t - r i b o s o m a l  s u p e r n a t a n t  o f  

i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 6 ) .

2 . 3 . 5  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  P l a q u e  A s s a y

S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h e  v i r u s  w e r e  made i n  E a g l e ' s  med ium
- 5 - 9m i n u s  s e r u m  i n  t h e  r a n g e  10 - 10 BHK c e l l s  w e r e  g r o w n

f o r  24  h o u r s  a t  37°C i n  5cm p l a s t i c  p e t r i  d i s h e s  i n  ETC medium

i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  5% CO^ i n  a i r .  A f t e r  c o n f l u e n c e was



64

r e a c h e d ,  t h e  med i um was  r e m o v e d  a n d  0 . 2 m l  o f  v i r u s  d i l u t i o n  

was  u s e d  t o  i n o c u l a t e  t h e  c e l l  m o n o l a y e r .  V i r u s  was  a l l o w e d  

t o  a d s o r b  t o  c e l l s  f o r  o ne  h o u r  a t  3 7 ^ 0 .  ETC me d i um,  ( 5 m l ) ,  

was  a d d e d  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a f u r t h e r  two  

h o u r s  a t  3 7 ° C .  H e p a r i n ,  ( 2 5 0  u n i t s  i n  a v o l u m e  o f  25jLil) 

was  a d d e d ,  a n d  i n c u b a t i o n  a t  37°C was  c o n t i n u e d  f o r  a f u r t h e r  

28 h o u r s .  The med ium was  r e m o v e d ,  a n d  t h e  c e l l  m o n o l a y e r  

was  f i x e d  w i t h  10% ( v / v )  f o r m o l  s a l i n e  f o r  2 0  m i n u t e s .  The 

f o r m o l  s a l i n e  was  r e m o v e d ,  a n d  t h e  m o n o l a y e r  s t a i n e d  w i t h  1ml  

o f  a 0 .15% ( w / v )  G i e m s a  dye  s o l u t i o n  f o r  20  m i n u t e s .  The s t a i n  

was  w a s h e d  o f f  w i t h  H^O, a n d  t h e  n u m b e r  o f  p l a q u e s  was c o u n t e d  

u s i n g  a p l a t e  m i c r o s c o p e .

2 . 3 . 6  P r e p a r a t i o n  o f  R i b o s o m e s  f r o m  A s c i t e s  C e l l s

T h i s  was  b a s e d  on t h e  m e t h o d  o f  M a t h e ws  a n d  K o r n e r ,  ( 1970  ), 

Washed  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 . 5  v o l u m e s  o f  i c e - c o l d  

h y p o t o n i c  RSB,  by  2 u p - a n d - d o w n  s t r o k e s  i n  a  g l a s s - t e f l o n  

h o m o g e n i z e r .  A l l  s u b s e q u e n t  o p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t

0 - 4 ° C .  The  c e l l s  w e r e  h o m o g e n i z e d  by  20  s t r o k e s  o f  t h e  

same h o m o g e n i z e r .  T h e n  0 , 1 1  v o l u m e s  o f  10 x Medium K w e r e  

a d d e d  t o  r e s t o r e  t h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .

The c e l l  h o m o g e n a t e  was  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  10 m i n u t e s  

a t  3 0 , 0 0 0 g  t o  r e m o v e  t h e  c e l l  n u c l e i ,  m i t o c h o n d r i a ,  a n d  o t h e r  

m e mb r a n o u s  f r a c t i o n s .  The  s u p e r n a t a n t  was  c a r e f u l l y  r e m o v e d  

a v o i d i n g  t h e  f a t  s u r f a c e  l a y e r ,  a n d  p e l l e t ,  a n d  c e n t r i f u g e d  

f o r  2 , 5  h o u r s  a t  l 6 4 , 0 0 0 g  i n  a Beckman  T i 5 0  r o t o r .

The p o s t - r i b o s o m a l  s u p e r n a t a n t  was  f i l t e r e d  t h r o u g h  g l a s s  

w o o l  t o  r e m o v e  a n y  f a t ,  a n d  was  e i t h e r  f r o z e n  a t  - 70 ^ C  o r  

d i a l y s e d  a g a i n s t  D E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r  ( 2 . 3 . 1 0 ) .
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The r i b o s o m a l  p e l l e t s  w e r e  e i t h e r  k e p t  a t  t h i s  s t a g e ,  f o r  u s e  

i n  e n d o g e n o u s  p h o s p h o r y l a t i o n  e x p e r i m e n t s  b y  f r e e z i n g  a t  - 7 0 ° C ,  

o r  w e r e  f u r t h e r  p u r i f i e d .

The r i b o s o m a l  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  6 ml o f  Medium K 

u s i n g  a g l a s s - t e f l o n  h o m o g e n i z e r .  T h e n  7ml  o f  h o m o g e n a t e  was 

l a y e r e d  o v e r  5ml o f  IM s u c r o s e  i n  Medium K,  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r

2 . 5  h r 8 a t  l 6 4 , 0 0 0 g .  The s u p e r n a t a n t  c o n t a i n e d  n o n - r i b o s o m a l  

p r o t e i n  c o n t a m i n a n t s  a n d  was  d i s c a r d e d .  The f i n a l  r i b o s o m a l  

p e l l e t s  w e r e  s t o r e d  a t  - 7 0 ^ C .

2 . 3 . 7  P r e p a r a t i o n  o f  R i b o s o m a l  S u b u n i t s

T h i s  was  a m i n o r  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  L e a d e r  a n d  

Wool ,  ( 1 9 7 2  ), R i b o s o m a l  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  " b u f f e r  

c o n t a i n i n g  lOmM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ,  500mM KCl ,  5mM MgClg by  

5 s t r o k e s  o f  a g l a s s - t e f l o n  h o m o g e n i z e r .  The  r i b o s o m e  

s u s p e n s i o n  was  c e n t r i f u g e d  f o r  5 m i n u t e s  a t  7 6 0 g  t o  p e l l e t  a n y  

a g g r e g a t e d  m a t e r i a l .

T h e n  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  p u r o m y c i n  w e r e  a d d e d  t o  t h e  

h o m o g e n a t e  t o  g i v e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  20mM a n d  O.lmM 

r e s p e c t i v e l y .  The  r i b o s o m e  s u s p e n s i o n  was  i n c u b a t e d  f o r  

15 m i n u t e s  a t  3 7 ^C .

W i t h o u t  c o o l i n g ,  T^- lOOAg^Q ( a p p r o x .  1 . 8 m l )  w e r e  l a y e r e d  

on I 8 . 5 m l  o f  a 10-30% l i n e a r  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  i n  a 

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  lOmM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ,  500mM K Cl ,  5mM 

Mg Cl ^ ,  a n d  20mM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  The l o a d e d  d e n s i t y  g r a d i e n t s  

w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  4 h o u r s  a t  9 6 , 0 0 0 g  i n  a Beckman  SW27 

c e n t r i f u g e  r o t o r  a t  ZS'^O. A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  g r a d i e n t s  

w e r e  a n a l y s e d  a t  260nm w a v e l e n g t h  w i t h  a G i l f o r d  m o d e l  240
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r e c o r d i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r  u s i n g  a f l o w  c e l l .  A l l  o f  t h e

408  s u b u n i t  p e a k  was  c o l l e c t e d ,  b u t  o n l y  t h e  ' h e a v y ' s i d e  o f  t h e

60S s u b u n i t  p e a k  ( F i g  2 . 1 ) ,

The s u b u n i t s  w e r e  p e l l e t e d  f r o m  t h e  p o o l e d  s u c r o s e  g r a d i e n t

f r a c t i o n s  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  16 h o u r s  a t  1 7 6 , 0 0 0 g  i n  a

Beckman  T i 6 0  r o t o r  a t  4 ° C .  S u b u n i t  p e l l e t s  w e r e  s t o r e d  a t  

- 7 0 ° G .

2 . 3 . 8  E x t r a c t i o n  o f  P r o t e i n  f r o m  R i b o s o m a l  S u b u n i t s

T h i s  was  b a s e d  o n  t h e  m e t h o d  o f  S h e r t o n  a n d  Wool ,  ( 1 9 7 4  ) .  

B o t h  4 OS a n d  60S r i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  s u s p e n d e d  a t  a c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  IOOOA^^q u n i t s / m l  i n  a s o l u t i o n  

c o n t a i n i n g  lOmM T r i s - H C l  pH 7 . 7 ,  600mM M a g n e s i u m  A c e t a t e .

N e x t  2 v o l u m e s  o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  w e r e  a d d e d ,  a n d  t h e  

s o l u t i o n  was  s t i r r e d  f o r  one  h o u r  a t  O^C. The s u b u n i t  s u s ­

p e n s i o n  was  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  1 5 , 0 0 0 g  t o  

s e d i m e n t  t h e  r i b o s o m a l  RNA. The s u p e r n a t a n t  c o n t a i n i n g  t h e  

r i b o s o m a l  . p r o t e i n s  was  k e p t ,  a n d  t h e  p e l l e t  was  r e - e x t r a c t e d .

The s u p e r n a t a n t s  f r o m  b o t h  e x t r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d ,  p l a c e d  i n  

d i a l y s i s  t u b i n g ,  a n d  d i a l y s e d  f o r  48  h o u r s  a g a i n s t  500 v o l u m e s  

o f  IM a c e t i c  a c i d  w i t h  t wo  o r  t h r e e  c h a n g e s  o f  d i a l y s i s  

s o l u t i o n .  D i a l y s e d  p r o t e i n  s a m p l e s  w e r e  l y o p h i l i s e d .

2 . 3 . 9  E s t i m a t i o n  o f  P r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n

The dye  b i n d i n g  m e t h o d  o f  B r a d f o r d  ( 1 9 7 6 )  f o r  e s t i m a t i o n  

o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  u s e d .  The r e a g e n t  was  p r e p a r e d  

by  d i s s o l v i n g  lOOmg o f  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  G250 i n  50ml 

95% ( v / v )  e t h a n o l ,  a d d i n g  1 0 0 m l  8 5% ( w / v )  p h o s p h o r i c  a c i d ,



F i g u r e  2 . 1  : S e p a r a t i o n  o f  A s c i t e s  R i b o s o m a l  S u b u n i t s

A s c i t e s  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  s e p a r a t e d  on  

10 -30% ( w / v )  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t s  ( 2 . 3 . 7 ) ,

The s h a d e d  r e g i o n s  b e l o w  t h e  s u b u n i t  p e a k s  i n d i c a t e  

t h e  p o r t i o n s  o f  e a c h  g r a d i e n t  c o l l e c t e d  a s  60S a n d  

4 OS s u b u n i t s .
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d i l u t i n g  t o  1 l i t r e  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  f i l t e r i n g .

The r e a g e n t  f i n a l l y  c o n t a i n e d  0 .01% ( w / v )  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  

B l u e ,  4 .7% ( v / v )  e t h a n o l  8 .5% ( w / v )  p h o s p h o r i c  a c i d .

R e a g e n t ,  ( 5 m l )  was  m i x e d  w i t h  0 . 1 m l  o f  p r o t e i n  s a m p l e  

a n d  t h e  a b s o r b a n c e  a t  595nm was  m e a s u r e d  a f t e r  2 m i n u t e s .

B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  same 

b u f f e r  a s  t h e  s a m p l e  ( F i g .  2 . 2 ) .

2 . 3 . 1 0  . D E A E - c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y

D E A E - c e l l u l o s e  was  e q u i l i b r a t e d  w i t h  c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r  

(20mM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ,  ImM EDTA, lOraM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  10% 

( v / v )  g l y c e r o l ,  c o n d u c t i v i t y  0 ,45mmho)  a t  4 ° C .  T h i s  a n d  a l l  

s u b s e q u e n t  o p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  0 - 4 ° C .  A c o l u m n  

o f  12ml  v o l u m e  a n d  4 . 5 c m  l e n g t h  was  p o u r e d  i n  a 20ml  p l a s t i c  

s y r i n g e  o f  1 . 8 c m  i n t e r n a l  d i a m e t e r .  A s y r i n g e  b a r r e l  c o n t a i n ­

i n g  t h e  c o l u m n  i n l e t  t u b e  was  l o w e r e d  t o  w i t h i n  l - 3mm o f  t h e  

g e l  s u r f a c e  ( F i g  2 . 3 ) .  A f t e r  c o n n e c t i o n  t o  a LKB Broma 2 1 2 0  

V a r i o p e x  I I  pump s e t  a t  a pump s p e e d  o f  3 0 m l / h r ,  t h e  c o l u m n  

was  r e a d y  f o r  o p e r a t i o n .

A p p r o x i m a t e l y  2 0m l  o f  p o s t - r i b o s o m a l  s u p e r n a t a n t  ( 2 . 3 . 6 )  

f r o m  K r e b s  I I  a s c i t e s ,  o r  BHK c e l l s  was  d i a l y s e d  e x t e n s i v e l y  

a g a i n s t  D E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r .  E q u i l i b r a t e d  

p o s t - r i b o s o m a l  s u p e r n a t a n t  was  t h e n  a d s o r b e d  t o  t h e  c o l u m n .

The l o a d e d  c o l u m n  was  w a s h e d  w i t h  150ml  o f  c h r o m a t o g r a p h y  

b u f f e r  t o  r e m o v e  n o n - a d s o r b e d  m a t e r i a l .  A 500ml  l i n e a r  g r a d i e n t  

o f  0-400mM KCl i n  c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r  was  t h e n  a p p l i e d  t o  

t h e  c o l u m n .  S a m p l e s  ( 7 . 5 m l )  w e r e  c o l l e c t e d  u s i n g  a U n i s c i l  

UFC 1 2 0  f r a c t i o n  c o l l e c t o r .  The a b s o r b a n c e  o f  e a c h  s a m p l e  a t



F i g u r e  2 . 2  : P r o t e i n  E s t i m a t i o n  S t a n d a r d  Curve

The f i g u r e  s h o ws  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  o b t a i n e d  when  

t h e  m e t h o d  o f  B r a d f o r d  ( 1 9 7 6 )  ( 2 . 3 . 9 )  was  u s e d  t o  

e s t i m a t e  p r o t e i n .  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  was  u s e d  a s  

p r o t e i n  s t a n d a r d .
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260nm was  m e a s u r e d  on  a Unlearn S P 50 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  The 

c o n d u c t i v i t y  o f  e a c h  s a m p l e  was  m e a s u r e d  u s i n g  a R a d i o m e t e r  

Type GDM 2c  c o n d u c t i v i t y  m e t e r .

2 . 3 . 1 1  C o n c e n t r a t i o n  o f  P r o t e i n  K i n a s e  F r a c t i o n  f r o m  

D E A E - c e l l u l o s e .

P r o t e i n  k i n a s e  c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  f r o m  D E A E - c e l l u l o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  ( 2 . 3 . 1 0 )  w e r e  c o m b i n e d  t o  g i v e  a v o l u m e  o f  

1 5 0 - 2 0 0 m l .  T h i s  c o m b i n e d  f r a c t i o n  was  p o u r e d  i n t o  a n  A mi c on  

s t i r r e d  u l t r a f i l t r a t i o n  c e l l ,  Mo d e l  2 0 2 ,  c o n t a i n i n g  a D i a f l o  

UMIO u l t r a f i l t r a t i o n  membr ane  ( m o l e c u l a r  w e i g h t  c u t  o f f  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 , 0 0 0 ) .  The a p p a r a t u s  was  s e a l e d ,  a n d  a 

p r e s s u r e  o f  2 5 - 3 0  p . s . i ,  a p p l i e d  w i t h  n i t r o g e n  g a s . -  T h r o u g h ­

o u t  t h e  o p e r a t i o n  t h e  s a m p l e  was  g e n t l y  s t i r r e d  w i t h  a m a g n e t i c  

s t i r r e r .  The  e n t i r e  p r o c e d u r e  was  c a r r i e d  o u t  a t  0 - 4 ^ 0 .

The p r o t e i n  k i n a s e  s a m p l e  was  r e m o v e d  when  t h e  v o l u m e  was  

r e d u c e d  t o  1 0 - 1 5 m l ,  T h i s  s a m p l e  was  d i a l y s e d  a g a i n s t  p h o s -  

p h o c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r  ( 2 . 3 . 1 2 )  u n t i l  e q u i l i b r a t e d .

2 . 3 . 1 2  P h o s p h o c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y

A l l  p r o c e d u r e s  w e r e  e s s e n t i a l l y  t h e  same a s  f o r  DEAE- 

c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y ,  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  e x c e p t i o n s ,

1 ,  The c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r  c o n t a i n e d  50mM T r i s - H C l  pH 7 , 5 ,

ImM EDTA, 250mM N a C l ,  lOmM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l  o f  c o n d u c t i v i t y  

7 . Ommho.

2 ,  E q u i l i b r a t e d  p h o s p h o c e l l u l o s e  was  p o u r e d  t o  g i v e  a c o l u m n

o f  4ml  v o l u m e ,  a n d  4 , 5 c m  l e n g t h  i n  a 5ml s y r i n g e  o f  i n t e r n a l  

d i a m e t e r  1 . 2 c m .  ( F i g  2 . 3 ) .



F i g u r e  2 . 3  : C h r o m a t o g r ap h y  Columns

T h i s  f i g u r e  s h ow s  t h e  a p p a r a t u s  u s e d  f o r  DEAE- 

c e l l u l o s e  ( F i g  2 . 3 . 1 )  a n d  p h o s p h o c e l l u l o s e  ( F i g  2 . 3 . 2 )  

c h r o m a t o g r a p h y .  F o r  c l a r i t y  t h e  s y r i n g e  b a r r e l  a n d  

b o d y  a r e  s h own  s e p a r a t e d .  I t  s h o u l d  be  n o t e d  h o w e v e r ,  

t h a t  d u r i n g  o p e r a t i o n ,  t h e  l o w e r  s u r f a c e  o f  t h e  s y r i n g e  

b a r r e l  r u b b e r  w a s h e r  was  w i t h i n  1mm o f  t h e  s u r f a c e  o f  

t h e  D E A E - c e l l u l o s e  o r  p h o s p h o c e l l u l o s e .
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3 .  The c o l u m n  was  w a s h e d  w i t h  2 0m l  o f  c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r  

p r i o r  t o  e l u t i o n  by 1 50ml  o f  a l i n e a r  g r a d i e n t  o f  0 . 2 5 -  

IM NaCl  i n  t h e  same b u f f e r .

4 .  S a m p l e s  o f  2 . 5 m l  v o l u m e  w e r e  c o l l e c t e d .

2 . 3 . 1 3  P r e p a r a t i o n  o f  R a b b i t  S k e l e t a l  M u s c l e  cAMP D e p e n d e n t  

P r o t e i n  K i n a s e s .

P r e p a r a t i o n  o f  C r u d e  P r o t e i n  K i n a s e  F r a c t i o n

A p p r o x i m a t e l y  500g o f  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  w e r e  m i n c e d ,

a n d  t h e n  h o m o g e n i s e d  i n  2 . 5  v o l u m e s  o f  4 aiM EDTA f o r  30 s e c o n d s

i n  a n  A t o m i x  b l e n d e r  a t  0 - 4 ° C .  The h o m o g e n a t e  was  t h e n

c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0 0 g  f o r  45 m i n u t e s .  The  s u p e r n a t a n t  was

r e m o v e d ,  a d j u s t e d  t o  pH 5 . 5  w i t h  a c e t i c  a c i d ,  a n d  c e n t r i f u g e d

a s  b e f o r e .  The s e c o n d  s u p e r n a t a n t  was  r e m o v e d ,  a n d  t h e  pH

a d j u s t e d  t o  7 . 0  by  a d d i n g  EDTA t o  2mM, K^HPO^ t o  lOmM, a n d

NH.OH u n t i l  pH 7 . 0  was  r e a c h e d .  The s u p e r n a t a n t  was  s t i r r e d  
4

f o r  30 m i n u t e s  a t  0°C a f t e r  t h e  s l o w  a d d i t i o n  o f  ( N H . ) „ S O .4  (C 4

( t o  a v o i d  f r o t h i n g )  t o  45 ^  ( w / v )  s a t u r a t i o n .  P r e c i p i t a t e d  

p r o t e i n  was  s e d i m e n t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 0 0 0 g  f o r  45 m i n u t e s .  

The p r o t e i n  p e l l e t  was  r e d i s s o l v e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  2 0 ml  o f  

b u f f e r  A c o n t a i n i n g  0.2mM EDTA, 5mM s o d i u m  P - g l y c e r o p h o s p h a t e  

pH 7 . 0 ,  a n d  d i a l y s e d  e x t e n s i v e l y  a g a i n s t  a p p r o x i m a t e l y  100 

v o l u m e s  o f  t h i s  b u f f e r  w i t h  f o u r  c h a n g e s  o f  s o l u t i o n .

D E A E - c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y

A p p r o x i m a t e l y  6 0 ml  o f  D E A E - c e l l u l o s e  e q u i l i b r a t e d  w i t h  

b u f f e r  A, was  p o u r e d  i n t o  a W r i g h t  C h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  t o  

g i v e  a g e l  b e d  4cm i n  d i a m e t e r ,  a n d  5cm i n  h e i g h t .  A p p r o x i m a t e l y
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20ml  o f  c r u d e  p r o t e i n  k i n a s e  f r a c t i o n  was  l o a d e d  o n t o  t h e  

c o l u m n  a n d  w a s h e d  w i t h  b u f f e r  A.  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  

a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 0 ) ,  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  a t  280nm o f  e a c h  

f r a c t i o n  was  m e a s u r e d .  When t h e  A ^ ^ q r e a d i n g  was  l e s s  t h a n  

0 . 1 ,  t h e  e l u t i o n  b u f f e r  was  c h a n g e d ,  a n d  a b u f f e r  w h i c h  was 

t w i c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  A ( i . e .  b u f f e r  5 x A) was  u s e d .

T h i s  p r o c e d u r e  was  r e p e a t e d  t w i c e  more  when  t h e  A^^q  v a l u e  

f e l l  b e l o w  0 . 1 ,  The b u f f e r s  u s e d  w e r e  b u f f e r  10  x A,  a n d  

b u f f e r  10 X A w h i c h  c o n t a i n e d  lOOmM N a C l .  F r a c t i o n s  e l u t e d  

by e a c h  b u f f e r  w e r e  p o o l e d  t o  g i v e  f o u r  l a r g e  f r a c t i o n s  e a c h  

one  c o r r e s p o n d i n g  t o  one  o f  t h e  e l u t i o n  b u f f e r s .  E l u t i o n  

f r a c t i o n  t wo  c o n t a i n e d  i s o e n z y m e  1 ,  a n d  f r a c t i o n  f o u r  

c o n t a i n e d  i s o e n z y m e  2 .  P r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  

d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 5 ) .

2 . 3 . 1 4  P r e p a r a t i o n  o f  cAMP D e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e  

I n h i b i t o r  P r o t e i n

T h i s  was  a m i n o r  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  W a l s h  

ejb 8 ^ .  , ( 1 9 7 1 ) .  The f i r s t  s t a g e s  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  r a b b i t  

s k e l e t a l  m u s c l e  cAMP d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  i n h i b i t o r  p r o t e i n  

w e r e  t h e  same a s  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  cAMP d e p e n d e n t  p r o t e i n  

k i n a s e ,  ( 2 , 3 . 1 3 ) .  The s u p e r n a t a n t  f r o m  t h e  f i r s t  4 , 0 0 0 g  

c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  a f t e r  h o m o g e n i s a t i o n  o f  t h e  t i s s u e  was  

h e a t e d  by s l o w l y  r a i s i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  t o  95^C o v e r  a 

30 m i n u t e  p e r i o d .  The r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e  o f  d e n a t u r e d  

p r o t e i n s  was  r e m o v e d  by  f i l t e r i n g  t h r o u g h  c h e e s e  c l o t h  a n d  

f i l t e r  p a p e r .  The f i l t r a t e  was  a d j u s t e d  t o  1 5 ^  ( w / v )  t r i ­

c h l o r o a c e t i c  a c i d ,  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  w h i c h  c o n t a i n e d  t h e
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i n h i b i t o r  p r o t e i n  was  s e d i m e n t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , 0 0 0 g  

f o r  30 m i n u t e s .  T h i s  p r e c i p i t a t e  was  r e s u s p e n d e d  i n  2 5ml 

o f  b u f f e r  c o n t a i n i n g  5mM g l y c e r o p h o s p h a t e  pH 7 . 0 ,  a n d  2mM 

EDTA. T h i s  s u s p e n s i o n  was  d i a l y s e d  a g a i n s t  2 l i t r e s  o f  t h e  

same b u f f e r  w i t h  t wo  c h a n g e s  o f  b u f f e r .  The d i a l y s e d  s o l u t i o n  

c o n t a i n i n g  t h e  i n h i b i t o r  p r o t e i n  was  s t o r e d  a t  - 2 0  C.

2 . 3 . 1 5  C e l l  F r e e  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  P r o t e i n s

V a r i o u s  p r o t e i n  s u b s t r a t e s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  by  p r o t e i n  

e m e d i a t e d  enz;

A mT) r,/ 52

32
k i n a s e  m e d i a t e d  e n z y m i c  t r a n s f e r  o f  P - o r t h o p h o s p h a t e  f r o m

[y - P] ATP o r [ Y - ^ ^ p ]  GTP.

2 . 3 . 1 5 . 1  A s s a y  f o r  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y

C a s e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a b u f f e r -  

s u b s t r a t e  a s s a y  m i x t u r e  _which  c o n t a i n e d  t h e  f o l l o w i n g  i n g r e d ­

i e n t s  :

2 0 0 ^ g  o f  c a s e i n ,  O.lOmM [ y - ^ ^ P ]  ATP o r  O.lOmM [ y - ^ ^ p]GTP a t  

s p e c i f i c  a c t i v i t y ,  4 mC i / mmo l ,  20mM T r i s - H C l  pH 7 . 5 ,  50mM KCl ,  

lOmM MgCl g ,  lOmM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l . B u f f e r - s u b s t r a t e  m i x t u r e s

w e r e  p r e - i n c u b a t e d  a t  30°C p r i o r  t o  a d d i t i o n  o f  enzyme  f r a c t i o n s  

Enzyme f r a c t i o n s  w e r e  m i x e d  w i t h  t h e  b u f f e r - s u b s t r a t e  m i x t u r e ,  

g i v i n g  a f i n a l  v o l u m e  o f  250 j u l ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  was  a l l o w e d  

t o  p r o c e e d  f o r  20  m i n u t e s .  The r e a c t i o n  was  t e r m i n a t e d  by  

r e m o v i n g  1 0 0 ^ 1  s a m p l e s  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  a b s o r b i n g  t h e m  

t o  2 . 5 c m  d i a m e t e r  c i r c l e s  o f  Whatman 3MM c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r ,  

a n d  d r o p p i n g  t h e s e  i n t o  10^  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  a t  0 - 4 ° C ,  

A p p r o x i m a t e l y  10ml  o f  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  was  u s e d  f o r  e v e r y  

a s s a y  s a m p l e .  To r e m o v e  a n y  r a d i o a c t i v i t y  w h i c h  was  n o t
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c o v a l e n t l y  b o u n d  t o  t h e  p r o t e i n  s u b s t r a t e ,  t h e  a s s a y  s a m p l e s  

w e r e  w a s h e d  w i t h  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d .  T h e y  w e r e  w a s h e d  i n  

b a t c h e s  i n  a p o r o u s  p l a s t i c  c o n t a i n e r ,  by  c o n s t a n t  m a g n e t i c  

s t i r r i n g  ( F i g .  2 . 4 ) .  E a c h  b a t c h  o f  s a m p l e s  was  w a s h e d  t w i c e  

f o r  15 m i n u t e s  i n  10^  ( w / v )  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d ,  f o l l o w e d  by 

4 w a s h e s  o f  15 m i n u t e s  i n  5^ ( w / v )  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d .

T h e y  w e r e  f i n a l l y  g i v e n  a 10 m i n u t e  w a s h  i n  9 5 ^  ( v / v )  e t h a n o l ,  

a n d  d r i e d  u s i n g  a h e a t - l a m p .  To e a c h  s a m p l e ,  5ml o f  s c i n ­

t i l l a t i o n  f l u i d  was  a d d e d  a n d  r a d i o a c t i v e  i n c o r p o r a t i o n  was  

d e t e r m i n e d  i n  a P a c k a r d  T r i - G a r b  M od e l  3255  l i q u i d  S c i n t i l l a t i o n  

C o u n t e r .

H i s t o n e  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a s i m i l a r  way 

w i t h  t h e  f o l l o w i n g  e x c e p t i o n s  :

2 0 0 ^ g  o f  h i s t o n e  I I A  was  u s e d  a s  p r o t e i n  s u b s t r a t e .  A s s a y  b u f f e r  

c o n t a i n e d  20mM MES-NaOH pH 6 . 5  i n s t e a d  o f  T r i s - H C l .  A s s a y s  

w e r e  t e r m i n a t e d  i n  2 0 ^  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d ,  f o l l o w e d  by  2 

w a s h e s  i n  20% t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  a n d  4 w a s h e s  i n  10% t r i c h l o r o ­

a c e t i c  a c i d .

2 . 3 . 1 5 . 2  P r e p a r a t i v e  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n s

R i b o s o m a l  p r o t e i n  s u b s t r a t e s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  u s i n g  

e i t h e r  o f  t h e  t wo  a s s a y  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) ,  

d e p e n d i n g  o n  t h e  p r o t e i n  k i n a s e  u s e d .  A v a r i e t y  o f  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  s u b s t r a t e s  w e r e  u s e d .  T h e s e  i n c l u d e d  80S r i b o s o m e s ,  

e i t h e r  s a l t - w a s h e d  o r  u n w a s h e d  ( 2 . 3 . 6 ) ,  60S a n d  4 OS r i b o s o m a l  

s u b u n i t s ,  a n d  60S a n d  4 OS e x t r a c t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n .

F o r  o n e - d i m e n s i o n a  1 SDS s l a b  g e l s ,  lOOjLtl o f  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  m i x t u r e  was  h e a t e d  i n  a n  SDS,



F i g u r e  2 . 4  : P r o t e i n  K i n a s e  A s s a y  Wash. A p p a r a t u s

T h i s  f i g u r e  s ho ws  t h e  a r r a n g e m e n t  u s e d  f o r  t h e  

t e r m i n a t i o n  a n d  w a s h i n g  o f  p r o t e i n  k i n a s e  a s s a y  s a m p l e s
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2 - m e r c a p t o e t h a n o l  s o l u t i o n  ( 2 . 3 . 1 7 ) ,  l o a d e d  d i r e c t l y  o n t o  

g e l s ,  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d ,  R a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  ( 2 5 0 j u l )  w h i c h  was  t o  be  e l e c t r o p h o r e s e d  on  t w o -  

d i m e n s i o n a l  g e l s  was  m i x e d  w i t h  a f i v e - f o l d  e x c e s s  o f  r i b o s o m a l  

c a r r i e r  a n d  t h e  p r o t e i n s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  m i x t u r e  ( 2 , 3 , 8 )  

a n d  e l e c t r o p h o r e s e d .

2 . 3 . 1 6  P E I - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  N u c l e o t i d e s

P E I - c e l l u l o s e  s h e e t s  0.1mm t h i c k  w e r e  c u t  i n t o  s t r i p s

20cm l o n g  a n d  o f  v a r y i n g  w i d t h s .  S o l u t i o n s  o f  5 - l O p l  
32c o n t a i n i n g  P - l a b e l l e d  o r  u n l a b e l l e d  n u c l e o t i d e s  w e r e  a p p l i e d  

1 . 5 c m  f r o m  t h e  b o t t o m  e d g e  o f  t h e  s t r i p s .  The s t a n d a r d s  w e r e  

e i t h e r  lOmM ATP o r  lOmM GTP. A f t e r  t h e  a p p l i c a t i o n -  o f  s a m p l e s ,  

t h e  s t r i p s  w e r e  d r i e d  u s i n g  a h o t  a i r  b l o w e r .  The s t r i p s  w e r e  

t h e n  p l a c e d  i n  a v e r t i c a l  g l a s s  c h r o m a t o g r a p h y  t a n k  c o n t a i n i n g  

a s o l u t i o n  o f  0 . 85 M  KH^PO^ pH 3 . 4 ,  1cm d e e p .  The l i d  o f  t h e  

t a n k  was  r e p l a c e d ,  a n d  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  s t r i p s  w e r e  l e f t  f o r  

2 - 3  h o u r s  u n t i l  t h e  a s c e n d i n g  s o l v e n t  f r o n t  was  a p p r o x i m a t e l y  

1cm f r o m  t h e  t o p .  The s t r i p s  w e r e  t h e n  r e m o v e d  a n d  d r i e d  by  

h o t  a i r .  The  p o s i t i o n s  o f  ATP a n d  GTP s t a n d a r d  n u c l e o t i d e s  

was  d e t e r m i n e d  by  u . v ,  f l u o r e s c e n c e  a t  340nm w a v e l e n g t h  u s i n g  

a M i n e r a l i g h t  Lamp,  M o d e l  UV8L-58 .  The c h r o m a t o g r a m s  w e r e  

a u t o r a d i o g r a p h e d  a s  d e s c r i b e d  ( 2 , 3 . 1 8 ) .

2 . 3 . 1 7  O n e - D i m e n s i o n a l  SDS P o l y a c r y l a m i d e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  

T h i s  was  b a s e d  on  t h e  m e t h o d  o f  L a e m m l i , ( 1 9 7 0  ).

S e p a r a t i o n  G e l  :

S e p a r a t i o n  g e l s  c o n t a i n e d  12 . 5% ( w / v )  a c r y l a m i d e ,  0 .33%
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( w / v )  b i s - a c r y l a m i d e ,  0.1% SDS,  0 . 3 7 5 M T r i s - H C l  pH 8 . 8 ,

0 .03% ( v / v )  N , N , N ' , N - T e t r a m e t h y l e t h y l e n e d i a m i n e . 

P o l y m e r i z a t i o n  was  a c h i e v e d  by  a d d i t i o n  o f  ammonium p e r ­

s u l p h a t e  t o  0 . 05% ( w / v ) .  A f l a t  u p p e r  g e l  s u r f a c e  was  

made by o v e r l a y i n g  t h e  g e l s  w i t h  H^O p r i o r  t o  p o l y m e r i z a t i o n .  

G e l s  w e r e  a l l o w e d  t o  p o l y m e r i z e  f o r  a t  l e a s t  one  h o u r  b e f o r e  

u s e  .

S t a c k e r  G e l  :

S t a c k e r  g e l s  c o n t a i n e d  3% ( w / v )  a c r y l a m i d e ,  0 .08% ( w / v )  

b i s - a c r y l a m i d e ,  0 .1% SDS,  0 .12M T r i s - H C l  pH 7 . 0 ,  0 .03% ( v / v )

N , N , N’ , N - T e t r a m e t h y l e t h y l e n e d i a m i n e . Ammonium p e r s u l p h a t e  

was  a d d e d  t o  0 .1% ( w / v )  a n d  p o l y m e r i z a t i o n  was  a l l o w e d  t o  

o c c u r  f o r  a t  l e a s t  one  h o u r .

C y l i n d r i c a l  G e l s  :

S e p a r a t i o n  g e l s  o f  8cm l e n g t h  w e r e  p o u r e d  i n  s i l i c o n i z e d  

g l a s s  t u b e s  15cm l o n g  o f  i n t e r n a l  d i a m e t e r  6mm. S t a c k e r  g e l s  

1 . 5 c m  l o n g  w e r e  p o u r e d  on t o p  o f  t h e  s e p a r a t i o n  g e l .

S l a b  G e l s  :

S e p a r a t i o n  g e l s  2 0 , 5 c m  l e n g t h  a n d  l 8 c m  w i d t h  w e r e  p o u r e d  

b e t w e e n  g l a s s  p l a t e s  1,5mm a p a r t .  S t a c k e r  g e l s  w e r e  p o u r e d  

l 8 c m  w i d e  a n d  3cm l o n g ,  w i t h  t h e  comb f o r m i n g  t h e  w e l l s  

p r o t r u d i n g  1cm b e l o w  t h e  s u r f a c e .  Th u s  t h e r e  was  2cm o f  

s t a c k i n g  g e l  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  w e l l s  a n d  t h e  s e p a r a t i o n  g e l s .

P r o t e i n  S a m p l e  P r e p a r a t i o n  :

P r o t e i n  s a m p l e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  lOOjug w e r e  d i s s o l v e d  i n  

lOOj i l  o f  50mM T r i s - H C l  pH 7 . 0 ,  2% ( w / v )  SDS,  5% ( v / v )
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2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  a n d  0 . 001% ( w / v )  B r o m o p h e n o l  B l u e .  T h e y  

w e r e  t h e n  h e a t e d  t o  1 00° C f o r  two  m i n u t e s  t o  f o r m  S D S - p r o t e i n  

c o m p l e x e s .  A f t e r  t h e y  h a d  c o o l e d ,  50^1 o f  g l y c e r o l  was  a d d e d .

The s a m p l e s  w e r e  t h e n  l o a d e d  o n t o  t h e  g e l s .  Up t o  150jul  o f  

p r o t e i n  s a m p l e  was  l o a d e d  o n t o  c y l i n d r i c a l  g e l s ,  a n d  a p p r o x i m a t e l y  

40 ^1  was  a p p l i e d  t o  e a c h  w e l l  i n  s l a b  g e l s .  The  p r o t e i n  s a m p l e s  

w e r e  e i t h e r  e x t r a c t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n ,  p r o t e i n  s t a n d a r d s  o f  

known m o l e c u l a r  w e i g h t ,  p r o t e i n  k i n a s e  f r a c t i o n s ,  r i b o s o m a l  

s u b u n i t s ,  o r  r i b o s o m e s .

E l e c t r o p h o r e s i s  C o n d i t i o n s  ;

E l e c t r o p h o r e s i s  was  p e r f o r m e d  i n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  2 5mM 

T r i s - H C l  pH 8 . 5 ,  192mM g l y c i n e ,  0.1% ( w / v )  SDS.  C y l i n d r i c a l  

g e l s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  4 m A / g e l  u n t i l  t h e  dye  f r o n t  was  w i t h i n  

0 . 5 c m  o f  t h e  b o t t o m  o f  t h e  s e p a r a t i o n  g e l  ( n o r m a l l y  1 . 5  h o u r s ) .

The c o n d i t i o n s  f o r  s l a b  g e l s  w e r e  n o r m a l l y  l 6 m A / g e l  f o r  16 h o u r s .  

B e f o r e  s t a i n i n g ,  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  dye  f r o n t  was  m a r k e d  f o r  

b o t h  t y p e s  o f  g e l .  I n  b o t h  c a s e s  t h e  p o s i t i v e  e l e c t r o d e  was 

c o n n e c t e d  t o  t h e  l o w e r  g e l  c o m p a r t m e n t .

S t a i n i n g  a n d  D e - s t a i n i n g  o f  G e l s  :

G e l s  w e r e  s t a i n e d  i n  a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g ,  45% ( v / v )  

m e t h a n o l ,  9% ( v / v )  a c e t i c  a c i d ,  0,1% ( w / v )  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  

B l u e  R250  d y e ,  f o r  2 h r s  a t  3 7 ° C .  G e l s  w e r e  d e s t a i n e d  by 

d i f f u s i o n  i n  7 .5% ( v / v )  a c e t i c  a c i d ,  w i t h  s e v e r a l  c h a n g e s  o f  

s o l u t i o n .
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S c a n n i n g  o f  C y l i n d r i c a l  G e l s  :

G e l s  w e r e  s c a n n e d  a t  586nm w a v e l e n g t h  u s i n g  a G i l f o r d  2 4 0

S p e c t r o p h o t o m e t e r  a n d  l i n e a r  t r a n s p o r t  a c c e s s o r y  M o d e l  2 4 1 0 .
( F i g s  2 . 5 ,  2 . 6 ) .

M o l e c u l a r  W e i g h t  S t a n d a r d  P r o t e i n s  ( We b er  a n d  O s b o r n ,  1 9 6 9 )

F o r  c y l i n d r i c a l  g e l s  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  

o f  s a m p l e  p r o t e i n s  was  o b t a i n e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  p r o t e i n s  o f  

known m o l e c u l a r  w e i g h t ,  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  p a r a l l e l .  The 

p r o t e i n s  u s e d  w e r e  b o v i n e  s e r u m  ( 6 9 , 0 0 0 ) ,  c h y m o t r y p s i n o g e n  

( 2 5 , 7 0 0 ) ,  a n d  c y t o c h r o m e  C ( 1 1 , 7 0 0 ) ,  The m o l e c u l a r  w e i g h t s  

o f  p r o t e i n s  on s l a b  g e l s  w e r e  e s t i m a t e d  f rom- s t a n d a r d  p r o t e i n s  

on t h e  same g e l .  T h e s e  s t a n d a r d s  w e r e  a m i x t u r e  o f  ^^C-  

m e t h y l a t e d  p r o t e i n s  c o n s i s t i n g  o f  m y o s i n  ( 2 0 0 , 0 0 0 ) ,  p h o s p h o r y l a s e  

b ( 9 2 , 0 0 0 ) ,  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( 6 9 , 0 0 0 ) ,  o v a l b u m i n  ( 4 6 , 0 0 0 ) ,  

c a r b o n i c  a n h y d r a s e  ( 3 0 , 0 0 0 ) ,  a n d  l y s o z y m e  ( 1 4 , 3 0 0 ) .

2 . 3 . 1 #  A u t o r a d i o g r a p h y  o f  G e l s  

D r y i n g  o f  G e l s

C y l i n d r i c a l  g e l s  a n d  t w o - d i m e n s i o n a l  s l a b  g e l s  w e r e  s l i c e d  

l o n g i t u d i n a l l y .  C y l i n d r i c a l  g e l s  w e r e  c u t  i n t o  two  o r  t h r e e  

s l i c e s ,  a n d  t w o - d i m e n s i o n a l  s l a b  g e l s  w e r e  h a l v e d .  One ­

d i m e n s i o n a l  s l a b  g e l s  w e r e  d r i e d  i n t a c t .  G e l  s l i c e s  o r  w h o l e  

g e l s  w e r e  l a i d  on s h e e t s  o f  m o i s t e n e d  Whatman 3mm c h r o m a t o g r a p h y  

p a p e r ,  a n d  d r i e d  u n d e r  v ac uu m on  a P h a r m a c i a  GSD-4 s l a b  g e l  

d r i e r .



F i g .  2 , 5  S c a n  o f  40#  R i b o s o m a l  S u b u n i t  P r o t e i n  G e l

The f i g u r e  s ho ws  a d e n s i o m e t r i c  t r a c i n g  a t  585nm o f  

a t y p i c a l  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  

40S r i b o s o m a l  s u b u n i t  p r o t e i n .

M o l e c u l a r  W e i g h t  M a r k e r s  : -

BSA ( b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n )  - 6 9 , 0 0 0

Chym ( c h y m o t r y p s i n o g e n )  - 2 5 , 7 0 0

c y t  C ( c y t o c h r o m e  C) - 1 1 , 7 0 0
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F i g .  2 . 6  S c a n  o f  60S R i b o s o m a l  S u b u n i t  P r o t e i n  G e l

The f i g u r e  sh o ws  a d e n s i o m e t r i c  t r a c i n g  a t  585nm o f  

a t y p i c a l  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  

60S r i b o s o m a l  s u b u n i t  p r o t e i n .

M o l e c u l a r  W e i g h t  M a r k e r s  : -

BSA ( b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  - 6 9 , 0 0 0

Chym ( c h y m o t r y p s i n o g e n )  - 2 5 , 7 0 0

c y t  C ( c y t o c h r o m e  C) - 1 1 , 7 0 0
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A u t o r a d i o g r a p h y  :

M o s t  d r i e d  g e l s  w e r e  s a n d w i c h e d  b e t w e e n  2 - 4  s h e e t s  o f  

Kodak  N o - S c r e e n  X - r a y  f i l m  a n d  e x p o s e d  f o r  2 - 4  w e e k s .  One ­

d i m e n s i o n a l  SDS s l a b  g e l s  w e r e  s a n d w i c h e d  b e t w e e n  2 s h e e t s  o f  

Kodak  X-Ornat  H X - r a y  f i l m  a n d  p l a c e d  i n  a c a s s e t t e  c o n t a i n i n g  

two  D u p o n t  C r o n e x  a u t o r a d i o g r a p h y  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n s  f o r

1 - 2  w e e k s  a t  - 7 0 ° C .  E x p o s e d  a u t o r a d i o g r a p h s  w e r e  d e v e l o p e d  

f o r  5 m i n u t e s  i n  20% v / v  Koda k  DX SO d e v e l o p e r ,  r i n s e d  i n  

H^O, f i x e d  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s  i n  20% ( v / v )  K o d a k  FX 40 f i x e r ,  

w a s h e d  f o r  1 h o u r  i n  H^O, a n d  f i n a l l y  a i r  d r i e d .

2 . 3 . 1 9  T w o - D i m e n s i o n a l  B a s i c  P o l y a c r y l a m i d e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  

T h i s  was  b a s e d  on t h e  m e t h o d  o f  L a s t i c k  a n d  McConkey ( 1 9 7 6 )  
F i r s t - D i m e n s i o n  ;

The s e p a r a t i o n  g e l  c o n s i s t e d  o f  4% ( w / v )  a c r y l a m i d e ,  0 .13% 

( w / v )  b i s - a c r y l a m i d e ,  6M u r e a ,  0 .2M T r i s ,  0 . 26 M  B o r i c  A c i d  

pH S . 7 ,  lOmM EDTA, 0 .2% ( v / v )  N , N , N ' , N ' , T e t r a m e t h y l e t h y l e n e -  

d i a m i n e . Ammonium p e r s u l p h a t e  was  a d d e d  t o  0 . 05% ( w / v )  a n d  

6cm g e l s  w e r e  p o u r e d  i n  s i l i c o n i z e d  g l a s s  t u b e s ,  1 4 cm i n  l e n g t h  

a n d  4^m i n  i n t e r n a l  d i a m e t e r .  G e l s  w e r e  o v e r l a i d  w i t h  H^O 

( 2 , 3 , 1 7 )  a n d  a l l o w e d  t o  p o l y m e r i z e  p r i o r  t o  u s e .  R i b o s o m a l  

p r o t e i n  was  d i s s o l v e d  i n  s a m p l e  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  8M u r e a ,  

0 . 02M T r i s ,  0 . 02 6M B o r i c  A c i d  pH 8 . 0 ,  ImM EDTA, 5% ( v / v )  2 -  

m e r c a p t o e t h a n o l  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  l O m g / m l .  P r o t e i n  s a m p l e s ,  

5 0 - 1 0 0 / i g  w e r e  h e a t e d  f o r  3 m i n u t e s  a t  lOO^C b e f o r e  l a y e r i n g  on  

t o p  o f  t h e  g e l s .  E l e c t r o p h o r e s i s  was  c a r r i e d  o u t  i n  b u f f e r  

c o n t a i n i n g  0 . 06 M T r i s ,  0 . 07 5 M B o r i c  A c i d ,  3mM EDTA pH 8 , 6 ,

The c u r r e n t  was  m a i n t a i n e d  a t  3 m A / g e l  f o r  a b o u t  3 h o u r s  a t  

2 0 ^ 0 .  The p o s i t i v e  e l e c t r o d e  was  c o n n e c t e d  t o  t h e  t o p
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c o m p a r t m e n t  o f  t h e  g e l  a p p a r a t u s ,  a n d  a s a m p l e  o f  c y t o c h r o m e  G 

r u n  on a p a r a l l e l  g e l  was  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  e x a c t  t i m e  f o r  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  ( L e a d e r ,  1 9 8 0 ^ .  A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  g e l s  

w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  t u b e s ,  a n d  f r o z e n  i n  h e x a n e  a t  - 7 0 ^ 0 .

G e l s  w e r e  e q u i l i b r a t e d  by  t h a w i n g  f o r  5 m i n u t e s  i n  a s o a k i n g  

s o l u t i o n  c o n s i s t i n g  o f  6M u r e a ,  0 . 3 5M  a c e t i c  a c i d ,  5% ( v / v )  2 -  

m e r c a p t o e t h a n o l .

S e c  o n d - D i m e n s i o n

G e l s  o f  7cm l e n g t h ,  7cm w i d t h ,  a n d  4mm t h i c k n e s s  w e r e  c a s t  

b e t w e e n  8cm s q u a r e  g l a s s  p l a t e s  s e p a r a t e d  b y  4nim t h i c k  v e r t i c a l  

g l a s s  s p a c e r s .  The  g e l s  c o n t a i n e d ,  15% ( w / v )  a c r y l a m i d e ,

0 .47% b i s - a c r y l a m i d e ,  6M u r e a ,  0 . 44M a c e t i c  a c i d ,  0 . 0 2  5M KOH,

0.5% ( v / v )  N , N , N * , N ' , T e t r a m e t h y l e t h y l e n e d i a m i n e  pH 4 . 5 .  

P o l y m e r i z a t i o n  was  a c h i e v e d  by a d d i t i o n  o f  ammonium p e r s u l p h a t e  

t o  0 .3% ( w / v ) . E q u i l i b r a t e d  f i r s t - d i m e n s i o n a l  g e l s  w e r e  l a i d  

on  t h e  t o p  s u r f a c e  o f  t h e  s e c o n d - d i m e n s i o n  g e l s .  T he y  w e r e  

a n n e a l e d  t o g e t h e r  by t h e  a d d i t i o n  o f  a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g ,

1% ( w / v ) '  a g a r o s e ,  6M u r e a ,  0 .3 5 M  a c e t i c  a c i d ,  5% 2 - m e r c a p t o e t h a n o ]  

f o l l o w e d  b y  c o o l i n g  f o r  20  m i n u t e s  a t  - 2 0 ° C .  E l e c t r o p h o r e s i s  wae 

c a r r i e d  o u t  a t  2 0 ^ 0  f o r  16 h o u r s  a t  a c u r r e n t  o f  6 m A / g e l  w i t h  t h e  

p o s i t i v e  e l e c t r o d e  c o n n e c t e d  t o  t h e  t o p  o f  t h e  g e l  a p p a r a t u s .  

E l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  c o n s i s t e d  o f  0 . 09 3 M g l y c i n e ,  0 .03M 

a c e t i c  a c i d  pH 4 . 0 5 ,  G e l s  w e r e  s t a i n e d  a n d  d e s t a i n e d  a s  

d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 7 ) .
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2 , 3 . 2 0  T w o - D i m e n s i o n a l  ' S w e e p '  P o l y a c r y l a m i d e  G e l  

E l e c t r o p h o r e s i s  ( L e a d e r  a n d  C o i a , 1 9 7 8 ^ .

F i  r s t - D i m e n s i o n

G e l s  6cm l o n g  a n d  4mm d i a m e t e r  c o n t a i n i n g  4% ( w / v )  

a c r y l a m i d e ,  0 . 0 6 6 %  ( w / v )  b i s - a c r y l a m i d e ,  6M u r e a ,  0 .045% ( v / v )

N , N , N ' , N' , T e t r a m e t h y l e t h y l e n e d i a m i n e , 0 .038mM b i s - T r i s  a d j u s t e d  

t o  pH 5 . 5  w i t h  a c e t i c  a c i d  w e r e  p o u r e d ,  p o l y m e r i z e d ,  a n d  

l a y e r e d  w i t h  p r o t e i n  s a m p l e s  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 9 ) .  The 

l o w e r  b u f f e r  c h a m b e r  ( c a t h o d i c )  c o n t a i n e d  O.OIM b i s - T r i s  

pH 7 ,  a n d  t h e  u p p e r  c h a m b e r  b u f f e r  was  O.OIM b i s - T r i s ,  0 . 21 2 M  

a c e t i c  a c i d  pH 3 . 5 5 .  The p r i n c i p l e  o f  t h i s  e l e c t r o p h o r e s i s

s y s t e m  d e p e n d s  on a pH d i s c o n t i n u i t y  b e t w e e n  t h e  u p p e r  e l e c t r o d e  

b u f f e r ,  t h e  s e p a r a t i o n  g e l ,  a n d  t h e  l o w e r  e l e c t r o d e  b u f f e r .  

E l e c t r o p h o r e s i s  was  c a r r i e d  o u t  t o w a r d s  t h e  c a t h o d e  a t  a 

c u r r e n t  o f  3 m A / g e l  a t  20°C  f o r  1 h o u r .  A t  t h i s  t i m e ,  t h e  f i r s t  

r e f r a c t i l e  b a n d  ( t h e  b i s - t r i s  i o n  f r o n t )  was  1 - 0 . 5cm f r o m  t h e  

b o t t o m  o f  t h e  g e l ,  w h e r e a s  t h e  s e c o n d  r e f r a c t i l e  b a n d  ( t h e  H^ 

i o n  f r o n t  c o n t a i n i n g  a c i d i c  r i b o s o m a l  p r o t e i n s )  h a d  t r a v e l l e d  

a p p r o x i m a t e l y  1cm i n t o  t h e  g e l .  P y r o n i n e  Y ( 0 . 0 1 %  ( w / v ) )  was  

i n c l u d e d  i n  t h e  s a m p l e  t o  a i d  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  f i r s t  f r o n t .  

A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  f i r s t - d i m e n s i o n  g e l s  w e r e  a n n e a l e d  

d i r e c t l y  t o  t h e  s e c o n d - d i m e n s i o n  w i t h o u t  e q u i l i b r a t i o n .  The 

s e c o n d - d i m e n s  i o n  was  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 9 ) .
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2 . 3 . 2 1  T w o - D i m e n s i o n a l  A c i d i c  P o l y a  c r y l a m i  de G e l  

E l e c t r o p h o r e s i s

T h i s  was  b a s e d  on  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ' s y s t e m  I V  

d e s c r i b e d  by  Mad j a r  a t  a A . , (197%) .  The f i r s t  d i m e n s i o n  o f  

t h i s  g e l  s y s t e m  was  i d e n t i c a l  t o  t h e  ' S w e e p  G e l '  s y s t e m  

e x c e p t  t h a t  t h e  s e p a r a t i o n  g e l  c o n t a i n e d  8M u r e a ,  t h e  u p p e r  

b u f f e r  c h a m b e r  was  a d j u s t e d  t o  pH 3 . 8  a n d  t h e  l o w e r  c h a m b e r  

b u f f e r  a d j u s t e d  t o  pH 6 . The s e c o n d  d i m e n s i o n  was  a s  

d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 9 ) .



3 .  RESULTS
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3 . 1  The P h o s p h o r y l a t e d  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  o f  I n t a c t  

A s c i t e s  C e l l s

B e f o r e  e x a m i n i n g  e n z y m e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s ,  some s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  

t o  i d e n t i f y  w h i c h  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d i n  

v i v o .

3 . 1 . 1  I n c u b a t i o n  o f  A s c i t e s  C e l l s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

G l u c o s e

I t  h a d  b e e n  s hown  by R a n k i n e ,  L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 7 )

t h a t  i s o l a t e d  a s c i t e s  c e l l s  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  w i t h  
32 P - o r t h o p h o s p h a t e  i n  a med i um l a c k i n g  g l u c o s e ,  h a d  a s i m i l a r  

p a t t e r n  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  t o  ’t h o s e  

l a b e l l e d  i n  mouse  p e r i t o n e a .  I t  was  more  c o n v e n i e n t ,  a n d  

r e l e v a n t  t o  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t o  l a b e l  i s o l a t e d  c e l l s .

A s c i t e s  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  ( 2 . 3 . 1 ) ,  a n d  r e s u s p e n d e d

i n  i n c u b a t i o n  med ium w h i c h  c o n t a i n e d  no  g l u c o s e ,  ( 2 . 3 . 3 ) .
32N e x t ,  P - o r t h o p h o s p h a t e  was  a d d e d ,  a n d  t h e  c e l l s ’ w e r e

s t i r r e d  f o r  t h r e e  h o u r s .  A f t e r  t h e  p e r i o d  o f  l a b e l l i n g ,

r i b o s o m e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  c e l l s  ( 2 . 3 . 6 ) ,  a n d

d i s s o c i a t e d  i n t o  t h e i r  c o n s t i t u e n t  408 a n d  60S s u b u n i t s

( 2 . 3 . 7 ) .  The  e x t r a c t e d  p r o t e i n  was  t h e n  a n a l y s e d  f o r
32

i n c o r p o r a t i o n  o f  P b y  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l - e l e c t r o -  

p h o r e s i s .  A u t o r a d i o g r a p h y  o f  60S r i b o s o m a l  p r o t e i n  s h o w e d  

t h a t  one  m a j o r  b a n d  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  1 4 , 0 0 0 , 

a n d  t wo  m i n o r  b a n d s  o f  4 0 , 0 0 0  a n d  3 2 , 0 0 0  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d 

( F i g  3 . 1 ) .  The 4 OS p r o t e i n  was  w e a k l y  l a b e l l e d ,  w i t h  o n l y  

one  d i s t i n g u i s h a b l e  b a n d  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 2 , 0 0 0 .



32F i g  3 . 1  : O n e - D i m e n s i o n a l  SDS G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f  P-

L a b e l l e d  R i b o s o m a l  P r o t e i n  f r o m  I n t a c t  C e l l s ,

lOOjLig o f  60S a n d  4 OS. p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  5 x lO'^ cpm/mg a n d  2 x lO'^ c pm/ mg ,  r e s p e c t i v e l y  

was  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y

( 2 . 3 . 1 8 ) ,

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n .

32A p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  P - l a b e l l e d  p r o t e i n  

b a n d s .

Band  No.  M o l .  w t ,

1 1 4 , 0 0 0

2 3 2 , 0 0 0

3 4 0 , 0 0 0

4 3 2 , 0 0 0
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The i d e n t i t i e s  o f  t h e s e  r a d i o a o t i v e l y - l a h e l i e d  p r o t e i n s  

c a n n o t  he a c c u r a t e l y  d e t e r m i n e d  f r o m  o n e - d i m e n s i o n a l  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  s i n c e  many o f  t h e  p r o t e i n  h a n d s  c o n s i s t  o f  

more  t h a n  one  r i b o s o m a l  p r o t e i n .  A b e t t e r  i d e n t i f i c a t i o n  

o f  t h e s e  p r o t e i n s  was  o b t a i n e d  by  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  ' S w e e p '  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 2 0 )  o f  

60S s u b u n i t  p r o t e i n  c l e a r l y  i d e n t i f i e d  one  o f  t h e  p h o s p h o r y -  

l a t e d  p r o t e i n s  a s  t h a t  p r e v i o u s l y  d e s i g n a t e d  Ly ( F i g  3 . 2 ) .

The o t h e r  60S s u b u n i t  p r o t e i n s  w e r e  n o t  a p p a r e n t  f r o m  t h i s  

g e l .  S i m i l a r  a n a l y s i s  o f  4 OS s u b u n i t  p r o t e i n  ind i ca t ed  

t h a t  p r o t e i n  S3 was  p h o s p h o r y l a t e d . T w o - d i m e n s i o n a l ’A c i d i c -  

A c i d i c '  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 2 1 )  was  a l s o  u s e d  ( F i g  3 . 3 ) .  

A g a i n  o n l y  Ly a n d  S3 w e r e  f o u n d  t o  be l a b e l l e d  a l t h o u g h  

p r o t e i n  Ly a p p e a r s  l e s s  h i g h l y  l a b e l l e d  i n  F i g  3 . 3  t h a n  

F i g  3 . 2 .  The  l a c k  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S 6 , a n d  t h e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S 3 ,  w e r e  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  r e s u l t s  

o b t a i n e d  by  R a n k i n e ,  L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 7 ) .  U s i n g  a s i m i l a r  

i n c u b a t i o n  me d i um,  t h e y  f o u n d  t h a t  S6 was  r a d i o a c t i v e l y  

l a b e l l e d ,  w h e r e a s  S3 was  n o t  l a b e l l e d .  One p o s s i b l e  r e a s o n  

f o r  t h e  a b s e n c e  o f  p h o s p h o r y l a t e d  S6 i s  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  

S6 p h o s p h o r y l a t e d  i n  a s c i t e s  c e l l s  was  g e n e r a l l y  f o u n d  t o  be  

much l o w e r  t h a n  i n  o t h e r  c e l l  t y p e s  e . g .  BHK c e l l s  ( L e a d e r  

a n d  C o i a ,  1978i) , R a n k i n e ,  L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 7 )  d i d  show 

t h e  p r e s e n c e  o f  a s e c o n d  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n  i n  t h e  40S 

s u b u n i t ,  a n d  a l t h o u g h  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  i t  m i g h t  be  p r o t e i n  

S2 t h e  p o s s i b i l i t y  r e m a i n s  t h a t  i t  c o u l d  be S 3 .  F o r  t h e  

60S s u b u n i t  p r o t e i n ,  t h e y  f o u n d  t h a t  Ly was  t h e  m a j o r  p h o s -  

p h o p r o t e i n ,  a n d  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  a r e  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h a t  f i n d i n g .



F i g  3 . 2  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' S we e p '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s
32o f  P - L a b e l l e d  R i b o s o m a l  P r o t e i n  f r o m  I n t a c t  

C e l l s .

lOO^g o f  60S a n d  4 OS p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  5 x lO"^ cpm/mg a n d  2 x lO"^ cpm/mg r e s p e c t i v e l y  

were  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 2 0 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y

( 2 . 3 . 1 8 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n



© 1 St D

©

"O
c
CVJ

0

0
‘ -JW

* *

a #

0  ♦ u ,

b.-

c

S3

d



F i g  3 . 3  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' A c i d i c - A c i d i c *  Ge l  E l e c t r o p h o r e s i s
32o f  P - L a h e l l e d  R i b o s o m a l  P r o t e i n  f r o m  I n t a c t  C e l l s

lOO^g o f  60S a n d  4 OS p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  5 x 1 0 ^  cpm/mg a n d  2 x 1 0 ^  cpm/mg r e s p e c t i v e l y  

were  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 , 3 . 2 1 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y

( 2 , 3 . 1 8 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n
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3 . 1 , 2  I n c u b a t i o n  o f  A s c i t e s  C e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

G l u c o s e

I t  h a d  b e e n  s hown by  L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 8 $  t h a t  t h e  

p a t t e r n  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  a s c i t e s  c e l l  r i b o s o m e s  c o u l d  

be a l t e r e d  b y  i n c u b a t i n g  c e l l s  i n  a med ium c o n t a i n i n g  g l u c o s e .

I t  was  n e c e s s a r y  f i r s t  t o  s e e  w h e t h e r  t h e  a l t e r e d  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  p a t t e r n  o f  r i b o s o m e s  f r o m  c e l l s  i n c u b a t e d  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s  c o u l d  be  c o n f i r m e d .

A s c i t e s  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  med i um w h i c h  c o n t a i n e d
3 22 . 5mM g l u c o s e  ( 2 . 3 . 3 )  a n d  P - o r t h o p h o s p h a t e  was  a d d e d  t o  t h e  

c e l l  s u s p e n s i o n ,  a s  b e f o r e .  A f t e r  t h r e e  h o u r s  t h e  pH o f  

t h e  c e l l  i n c u b a t i o n  med i um h a d  f a l l e n  f r o m  7 . 6  t o  6 . 5  due  t o  t h e  

g l y c o l y t i c  p r o d u c t i o n  o f  l a c t i c  a c i d  f r o m  t h e  g l u c o s e  i n  t h e  

me d i um.  C e l l s  w e r e  t h e n  f r a c t i o n a t e d  ( 3 . 1 . 1 ) ,  a n d  408 a n d  

60S r i b o s o m a l  s u b u n i t  p r o t e i n  i s o l a t e d .  A n a l y s i s  o f  t h e  

r i b o s o m a l  p r o t e i n  on  t w o - d i m e n s i o n a l  ' A c i d i c - A c i d i c ' g e l s  

( 2 , 3 . 2 1 )  r e v e a l e d  t h a t  t h e  p a t t e r n  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  ( F i g  3 . 4 )  

was  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  s e e n  p r e v i o u s l y  ( 3 . 1 . 1 ) .  I n  t h e  60S 

s u b u n i t  L14 was  now p h o s p h o r y l a t e d ,  w h e r e a s  Ly a p p e a r e d  t o  

be u n p h o s p h o r y l a t e d . I n  t h e  s m a l l  s u b u n i t ,  p r o t e i n s  S 6 ,

S3 a n d  S2 w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  t o g e t h e r  w i t h  t w o  o t h e r  p r o t e i n s  

Sa a n d  S b ,  T h e s e  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s  c o r r e s p o n d  t o  

t h o s e  i d e n t i f i e d  by  L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7  8$ e x c e p t  t h a t  t h e  

a c i d i c  p r o t e i n s  Sa a n d  Sb ( C o l l a t z  et. a ^ .  , 1 9 7 7 )  w e r e  n o t  

o b s e r v e d  i n  t h e  g e l  s y s t e m  t h e y  u s e d .  I n d e e d ,  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  i t  was  a l s o  f o u n d  t h a t  u s i n g  t h i s  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  ( F i g  3 . 5 )  o n l y  S 2 ,  S3 a n d  S6 w e r e  s e e n  

a s  p h o s p h o p r o t e i n s  i n  t h e  40S s u b u n i t ,  a n d  no  s t a i n e d  s p o t s



F i g  3 . 4  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' A c i d i c - A c i d i c '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s
32o f  P - L a b e l l e d  R i b o s o m a l  S u b u n i t  P r o t e i n  f r o m  C e l l s  

I n c u b a t e d  i n  Medium C o n t a i n i n g  G l u c o s e  ( 2 . 3 . 3 ) .

100/ ig  o f  60S a n d  4 OS p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  3 . 5  x lO'^ cpm/mg a n d  3 x lO'^ cpm/mg r e s p e c t i v e l y  

ware s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 2 1 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  

( 2 . 3 . 1 3 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d.  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n
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F i g  3 . 5  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' B a s i c - A c i d i c '  Ge l  E l e c t r o p h o r e s i s
32o f  P - L a h e l l e d  R i b o s o m a l  S u b u n i t  P r o t e i n  f r o m  C e l l s  

I n c u b a t e d  i n  Medium C o n t a i n i n g  G l u c o s e  ( 2 . 3 . 3 ) .

lOO^g o f  405  a n d  60S p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  3 . 4  x lO'^ cpm/mg a n d  3 x lO"^ cpm/mg r e s p e c t i v e l y  

were s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 9 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y

( 2 . 3 . 1 8 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b . A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  40S p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n
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c o r r e s p o n d i n g  t o  Sa a n d  Sb w e r e  o b s e r v e d .

I n  b o t h  F i g  3 . 4 b  a n d  F i g  3 . 5 b ,  t h e  60S s u b u n i t  p r o t e i n  

a u t o r a d i o g r a p h s  s h owe d  t h a t  p h o s p h o r y l a t e d  86 was  p r e s e n t  

a s  a c o n t a m i n a n t .  T h i s  c a n  a l s o  be s e e n  f r o m  t h e  s t a i n e d  

p a t t e r n ,  ( F i g  3 . 5 a )  w h e r e  m i n o r  s t a i n e d  s p o t s  c o r r e s p o n d i n g  

t o  4 OS s u b u n i t  p r o t e i n  c a n  be s e e n .  One o t h e r  f a i n t l y -  

l a b e l l e d  s p o t  c o r r e s p o n d i n g  t o  p r o t e i n  L27 o r  L28 i s  s e e n  

i n  F i g  3 . 4 .

The r e s o l u t i o n  o f  S3 f r o m  S3a  by  t w o - d i m e n s i o n a l  * A c i d i c  

A c i d i c '  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( F i g  3 . 4 )  s h o ws  t h a t  S3 i s  p h o s ­

p h o r y l a t e d  a n d  S3a  i s  u n p h o s p h o r y l a t e d .  T h i s  r e s o l u t i o n  i s  

n o t  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  ' B a s i c - A c i d i c *  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  

s y s t e m  ( F i g  3 . 5 ) .
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3 . 2  E n d o g e n o u s  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  A s c i t e s  R i b o s o m e s

I n i t i a l  a t t e m p t s  t o  i d e n t i f y  t h e  p r o t e i n  k i n a s e s  

r e s p o n s i b l e  f o r  p h o s p h o r y l a t i n g  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  c o n c e n ­

t r a t e d  on t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  w o u l d  be  a s s o c i a t e d  w i t h  

i s o l a t e d  u n d i s s o c i a t e d  r i b o s o m e s  a s  h a d  b e e n  f o u n d  i n  o t h e r  

c e l l  t y p e s  ( e . g .  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  : K a b a t ,  1 9 7 1 ;  M a r t i n i  

a n d  G o u l d ,  1 9 7 3 ;  a n d  b o v i n e  a d r e n a l  c o r t e x ;  W a l t o n  a n d  G i l l ,  

1 9 7 3 ) .  The r e a s o n  f o r  n o t  i n i t i a l l y  l o o k i n g  i n  t h e  c y t o s o l  

f r a c t i o n  was  t h a t  t h i s  f r a c t i o n  i n  o t h e r  c e l l s  c o n t a i n s  

k i n a s e s  t h a t  p h o s p h o r y l a t e  _in v i t r o  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  t h a t  

a r e  n o t  p h o s p h o r y l a t e d  v i v o . By l o o k i n g  a t  t h e  r i b o s o m e s  

i t  was  h o p e d  t o  a v o i d  t h i s  p r o b l e m  a n d  t o  s i m p l i f y  p u r i f i c a t i o n  

o f  t h e  e n z y m e s .

R i b o s o m e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  a s c i t e s  c e l l s  ( 2 . 3 . 6 ) ,  

r e s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) ,  a n d  [ y - ^^p]  ATP was  a d d e d  

t o  a l l o w  r a d i o a c t i v e  l a b e l l i n g  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( 2 . 3 . 1 5 . 2 )  

R e a c t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  by  c o o l i n g  t o  0°C a n d  a d d i n g  a 1 0 -  

f o l d  e x c e s s  o f  u n l a b e l l e d  a s c i t e s  r i b o s o m e s .  The r i b o s o m e s  

w e r e  t h e n  d i s s o c i a t e d  i n t o  t h e i r  s u b u n i t s ,  ( 2 . 3 . 7 )  a n d  p r o t e i n  

was  e x t r a c t e d  ( 2 . 3 . 3 ) .  The p r e p a r a t i o n  o f  s u b u n i t s  r e m o v e s  

n o n - r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r i b o s o m e s

( I s s i n g e r  a n d  R e i c h e r t ,  1 9 7 9 ) .  T a b l e  3 . 1  s ho ws  t h a t  no
32i n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  c o u l d  be d e t e c t e d  

u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  I t  was  p o s s i b l e  t h a t  t h e  c o n d i t i o n s  

u n d e r  w h i c h  t h e  r i b o s o m e s  w e r e  p r e p a r e d  l e d  t o  t h e  l o s s  o f  

a s s o c i a t e d  p r o t e i n  k i n a s e s .  The p r o c e d u r e  f o r  t h e  i s o l a t i o n  

o f  t h e  r i b o s o m e s  was  m o d i f i e d  by  o m i t t i n g  t h e  s e c o n d  1 5 0 , 0 0 0 g  

c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  o f  t h e  r i b o s o m e  p r e p a r a t i o n  u s e d  t o
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i n c r e a s e  t h e  p u r i t y  o f  t h e  p r e p a r a t i o n .  A n o t h e r  m o d i f i c a t i o n

e m p l o y e d  t o  t r y  t o  p r e v e n t  r e m o v a l  o f  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  f r o m

r i b o s o m e s  was  t o  l o w e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a l t  i n  t h e

r i b o s o m e  p r e p a r a t i o n  b u f f e r  f r o m  146mM t o  2'OmM N a C l .  H o w e v e r ,

n e i t h e r  o f  t h e s e  m o d i f i c a t i o n s  r e s u l t e d  i n  a n y  i n c o r p o r a t i o n  
32o f  P i n t o  r i b o s o m a l  p r o t e i n  ( T a b l e  3 . 1 ) .

O t h e r  p o s s i b l e  r e a s o n s  f o r  t h e  l a c k  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

80S r i b o s o m a l  p r o t e i n s  w e r e  t h e n  t e s t e d .  C e l l - f r e e  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  o f  80S r i b o s o m e s  was  c a r r i e d  o u t  i m m e d i a t e l y  a f t e r  

f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  r i b o s o m e s  f r o m  c e l l s ,  s i n c e  f r e e z i n g  a n d  

t h a w i n g  o f  s t o r e d  r i b o s o m e s  c o u l d  d e n a t u r e  l a b i l e  e n z y m e s

( Q u i r i n - S t r i c k e r  ^  a j . .  , 1 9 7 6 ) .  The  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  
3 2

t h e  [ y - p] ATP was  i n c r e a s e d  f r o m  8 c p m / p m o l e  t o  80" c p m / p m o l e .

The p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  was  p e r f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f

lOmM s o d i u m  f l u o r i d e ,  a known i n h i b i t o r  o f  p h o s p h o p r o t e i n

p h o s p h a t a s e s .  H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e s e  m o d i f i c a t i o n s  r e s u l t e d
32i n  a n y  s i g n i f i c a n t  i n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  r i b o s o m a l  p r o t e i n

( T a b l e  3 . 1 ) .  The p o s s i b i l i t y  was e x a m i n e d  t h a t  t h e  l a c k  o f

[ 32 1Y“ Pj ATP

was  d e g r a d e d  b y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A T P a s e .  A s a m p l e  was  

r e m o v e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a t  t h e  e n d  o f  t h e  r e a c t i o n  

t i m e ,  a n d  was  s u b j e c t e d  t o  c h r o m a t o g r a p h y  on  P E I - c e l l u l o s e

( 2 , 3 . 1 6 ) .  M o s t  o f  t h e  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  m i g r a t e d  t o  t h e
32p o s i t i o n  o f  ATP,  w i t h  l i t t l e  P - o r t h o p h o s p h a t e  b e i n g  p r e s e n -  

( F i g  3 . 6 )  i n d i c a t i n g  l i t t l e  ATPase  a c t i v i t y .
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T a b l e  3 . 1  : E n d o g e n o u s  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  R i b o s o m e s

C o n d i t i o n s I n t e n t i o n 32 P i n c o r p o r a t e d  
i n t o  r i b o s o m a l  
p r o t e i n  ( cpm)

40S 6 0S

80S r i b o s o m e s — 14 10

' D i r t y '  80S r i b o s o m e s  
( n o  s e c o n d  1 5 0 , 0 0 0 g  
c e n t r i f u g a t i o n  s t e p )

P r e v e n t  l o s s  
o f  k i n a s e

15 14

Low s a l t  p r e p a r e d  80S 
r i b o s o m e s

11 It 12 11

U n f r o z e n  80S P r e v e n t  k i n a s e  
i n a c t i v a t i o n

11 14

I n c r e a s e d  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  o f  Y“ P 
t o  80 c p m / p m o l e

I n c r e a s e  
i n c o r p o r a t i o n  
o f  ^^P

12 15

lOmM NaF + 8 0 S I n h i b i t  
P h o s p h a t a s e

13 14

C o n t r o l :  No a d d i t i o n  
t o  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d

12

32
I n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  r i b o s o m a l  p r o t e i n  was  m e a s u r e d

32a f t e r  i n c u b a t i o n  o f  80S r i b o s o m e s  w i t h  y -  P ATP ( 2 . 3 . 1 5 . 2 ) ,

A 1 0 ^ 1  a l i q u o t  o f  e x t r a c t e d  4 OS o r  60S p r o t e i n  a t  I m g / m l
32c o n c e n t r a t i o n  was  e x a m i n e d  f o r  i n c o r p o r a t i o n  o f  P by 

s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .



F i g  3 . 6  ; P E I - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  ATP A f t e r  

I n c u b a t i o n  w i t h  A s c i t e s  80S R i b o s o m e s ,

A 1 0 / i l  s a m p l e  o f  r e a c t i o n  m i x t u r e  ( 2 , 3 . 1 5 . 2 )  was  

c h r o m a t o g r a p h e d  on  P E I - c e l l u l o s e  a s  d e s c r i b e d  i n  ( 2 . 3 . 1 6 ) ,  

The p o s i t i o n  o f  ATP was  d e t e r m i n e d  by  u s i n g  P] ATP a n d

u n l a b e l l e d  ATP,

3 2T r a c k  1 S t a n d a r d  j^y- Pj ATP (lOjLil o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

0 . I m C i / m l )

T r a c k  2 S a m p l e  ( l O p i l )  f r o m  e n d o g e n o u s  p h o s p h o r y l a t i o n  

r e a c t i o n ,

The o r i g i n  ( 0 ) ,  a n d  p o s i t i o n s  o f  ATP a n d  o r t h o p h o s p h a t e  

( P 0 )  a r e  s h o w n .



9 9

^ A T P
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3 . 3  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  A s c i t e s  R i b o s o m e s  by  E x o g e n o u s

C y t o p l a s m i c  P r o t e i n  K i n a s e s

B e c a u s e  o f  t h e  i n a b i l i t y  t o  o b t a i n  e n d o g e n o u s  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  o f  a s c i t e s  r i b o s o m a l  p r o t e i n s ,  a t t e n t i o n  was  f o c u s e d  

on  t h e  c y t o p l a s m i c  p r o t e i n  k i n a s e s  o f  a s c i t e s  c e l l s ,  d e s p i t e  

t h e  p o s s i b l e  d i s a d v a n t a g e s  o f  t h i s  a p p r o a c h  m e n t i o n e d  i n  

s e c t i o n  3 . 2 .  The  ' 8 - 1 5 0 '  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  r e m a i n i n g  

a f t e r  t h e  f i r s t  1 5 0 , 0 0 0 g  s e d i m e n t a t i o n  o f  t h e  r i b o s o m e s  

( 2 . 3 . 6 )  was  e x a m i n e d  f o r  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y .  T h i s  i s  a 

c y t o s o l  c o n t a i n i n g  m o s t  o f  t h e  s o l u b l e  m o l e c u l e s  a n d  e n z y m e s  

o f  t h e  c y t o p l a s m .  A s c i t e s  ' 8 - 1 5 0 '  f r a c t i o n  was  u s e d  t o  

p h o s p h o r y l a t e  408 o r  60S r i b o s o m a l  s u b u n i t s  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  P] ATP.  R e a c t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  by  c o o l i n g  a n d

a d d i t i o n  o f  1 0 - f o l d  e x c e s s  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  408 o r  60S 

s u b u n i t s .  The  p h o s p h o r y l a t e d  s u b u n i t s  w e r e  t h e n  d i a l y s e d

e x t e n s i v e l y  t o  r e m o v e  Pj ATP p r i o r  t o  m e a s u r i n g  i n c o r -
32p o r a t i o n  o f  P .  P h o s p h o r y l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  was  

a n a l y s e d  b y  o n e - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 ) .

F i g  3 . 7  s h o w s  t h a t  t w o  p h o s p h o p r o t e i n  b a n d s  o f  a p p r o x i m a t e  

m o l e c u l a r  w e i g h t s  1 4 , 0 0 0  a n d  4 0 , 0 0 0  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  

60S s u b u n i t  p r o t e i n .  On l y  one  408 s u b u n i t  p r o t e i n  b a n d  c o u l d  

be  i d e n t i f i e d  a s  b e i n g  p h o s p h o r y l a t e d ,  h a v i n g  a m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 2 , 0 0 0 .  The  4 0 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  

b a n d  f r o m  t h e  60S s u b u n i t  was  s i m i l a r  t o  t h a t  p h o s p h o r y l a t e d  

i n  i n t a c t  c e l l s  F i g  3 . 1 .

To t r y  t o  o b t a i n  a more  p r e c i s e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  

p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s ,  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

was  p e r f o r m e d .  B e c a u s e  u r e a ,  u n l i k e  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e .



F i g  3 . 7  ; O n e - D i m e n s I o n a 1 S o d i u m  D o d e c y l  S u l p h a t e  G e l

E l e c t r o p h o r e s i s  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  

by  ' 8 - 1 5 0 '  C y t o s o l  F r a c t i o n .

R i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  ( 2 . 3 . 1 5 . 2 ) ,  i n  a 

5 00 ^ 1  r e a c t i o n  m i x t u r e  w h i c h  c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  1 5 0 ^ g  o f  

' 8 - 1 5 0 '  c y t o s o l  a n d  20  u n i t s  o f  408  o r  60S r i b o s o m a l

s u b u n i t s .  A p p r o x i m a t e l y  5 A^^^q u n i t s  o f  t h e s e  s u b u n i t s  w e r e  

s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  a f t e r  a d d i t i o n  o f  a 1 0 - f o l d  e x c e s s  

o f  u n l a b e l l e d  s u b u n i t s ,

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  6 08  p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  408 p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  408  p r o t e i n

32A p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  P - l a b e l l e d  p r o t e i n  

b a n d s .

Band  No,  M o l . w t .

1 1 4 , 0 0 0

2 4 0 , 0 0 0

3 3 2 , 0 0 0
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d o e s  n o t  c o m p l e t e l y  d i s r u p t  t h e  R N A - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s ,  

i t  i s  n e c e s s a r y  t o  e x t r a c t  t h e  p r o t e i n  f r o m  s u b u n i t s  b e f o r e  

t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 9 ) ,  E x t r a c t e d  

60S a n d  4 OS p r o t e i n  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  on  t w o - d i m e n s i o n a l  

' S w e e p '  g e l s  ( 2 . 3 . 2 0 ) .  F i g  3 . 8  s hows  t h a t  a w e a k l y - l a b e l l e d  

p r o t e i n  s p o t  i s  p r e s e n t  on  t h e  60S g e l ,  a n d  i t s  p o s i t i o n  i s  

t h e  same a s  t h a t  e x p e c t e d  f o r  L y . T h e r e  i s  l i t t l e  i n d i c a t i o n

o f  p h o s p h o r y l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  on  t h e  4 OS g e l .  The 

4 0 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p h o s p h o p r o t e i n  o b s e r v e d  on  o n e ­

d i m e n s i o n a l  SDS g e l s  o f  60S p r o t e i n  was  n o t  i d e n t i f i e d  on  

' S w e e p '  g e l s .  F r om i t s  p o s i t i o n  on o n e - d i m e n s i o n a l  g e l s  t h i s  

p r o t e i n  c o u l d  be  e i t h e r  L5 o r  L6 , h o w e v e r ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

i t  i s  a n o n - r i b o s o m a l  c o n t a m i n a n t  c a n n o t  be e x c l u d e d , .

The d i f f i c u l t y  i n  i d e n t i f y i n g  t h e  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  

p h o s p h o r y l a t e d  u s i n g  t h e ' S - 1 5 0 ’ f r a c t i o n  was  t h e  r e s u l t  o f  l ow 

i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y .  T h i s  c o u l d  w e l l  h a v e  b e e n  

due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  i n h i b i t o r s  ( b o t h  s p e c i f i c  a n d  

n o n - s p e c i f i c )  i n  t h i s  r e l a t i v e l y  c r u d e  f r a c t i o n .  As t h e  

m a i n  i n t e r e s t  i n  t h i s  w o r k  was  t h e  p r o t e i n  k i n a s e s  t h a t  

p h o s p h o r y l a t e d  t h e  p r o t e i n s  o f  t h e  60S s u b u n i t  u n d e r  v a r i o u s  

c o n d i t i o n s ,  a n d  a s  t h e  S - 1 5 0  s e e m e d  t o  c o n t a i n  a p r o t e i n  

k i n a s e  a c t i v i t y  c a p a b l e  o f  p h o s p h o r y l a t i n g  p r o t e i n  L y ,  i t  was  

d e c i d e d  t o  p r o c e e d  w i t h  t h e  f u r t h e r  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  

S - 1 5 0  f r a c t i o n .



F i g  3 . 3  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' S w e e p '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f

R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  by  ' S - 1 5 0 '  

C y t o s o l  F r a c t i o n .

R i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d ,  a s  d e s c r i b e d  i n  

F i g  3 . 7 ,  a n d  s a m p l e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  200^,g o f  4 OS a n d  60S 

e x t r a c t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  w e r e  r e s o l v e d  by  t w o - d i m e n s i o n a l  

' S w e e p '  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 , 3 . 2 0 ) ,  a n d  s u b j e c t e d  t o  

a u t o r a d i o g r a p h y .  The s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  p r o t e i n  was  

a p p r o x i m a t e l y  1 . 9  x 1 0 ^  cpm/mg f o r  6 0 S ,  a n d  0 , 5  x 10^^ cpm/mg 

f o r  4 0 S ,

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c . S t a i n  o f  40S p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  40S p r o t e i n
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3 . 4  P u r i f i c a t i o n  o f  ' S - 1 5 0 *  P r o t e i n  K i n a s e s

I t  was  more  c o n v e n i e n t  i n  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  t h i s  w o r k  

t o  u s e  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  s u b s t r a t e s ,  c a s e i n  a n d '  

h i s t o n e ,  r a t h e r  t h a n  r i b o s o m a l  s u b u n i t s .  T h u s  o n l y  3mg o f  

c a s e i n  o r  7 , 2 5 m g  o f  h i s t o n e  a r e  r e q u i r e d  t o  i n c o r p o r a t e  

Immole  o f  p h o s p h a t e  ( a s s u m i n g  8 p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e s  f o r  

e a c h  m o l e c u l e  o f  c a s e i n  a n d  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 4 , 0 0 0 ;  

a n d  2 p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e s  f o r  e a c h  m o l e c u l e  o f  h i s t o n e  

a n d  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 4 , 5 0 0 ) ,  w h e r e a s  l , 5 0 0 m g  o f  408  o r  

3 , 0 0 0 m g  o f  60S s u b u n i t s  w o u l d  be r e q u i r e d  ( a s s u m i n g  1 p h o s ­

p h o r y l a t i o n  s i t e  p e r  s u b u n i t ) . C a s e i n  a p p e a r s  t o  be  a g o o d  

m o d e l  s u b s t r a t e  f o r  p r o t e i n  k i n a s e s  t h a t  p h o s p h o r y l a t e  a c i d i c  

p r o t e i n s  ( i n c l u d i n g  r i b o s o m a l  p r o t e i n s ;  K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i  

a n d  G a s i o r ,  1 9 7 8 )  a n d  h i s t o n e  f o r  p r o t e i n  k i n a s e s  t h a t  p h o s ­

p h o r y l a t e  b a s i c  p r o t e i n s  ( T r a u g h ,  Mumby a n d  T r a u t ,  1 9 7 3 ) .  

H o w e v e r ,  i n  a d o p t i n g  t h i s  a p p r o a c h ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  s p e c i f i c  

r i b o s o m a l  p r o t e i n  k i n a s e s  t h a t  do n o t  p h o s p h o r y l a t e  t h e s e  

s u b s t r a t e s  h a d  t o  be  c o n s i d e r e d .

3 . 4 . 1  DEAE-C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  ' S - 1 5 0 '  F r a c t i o n

The ' 8 - 1 5 0 '  f r a c t i o n  was  d i a l y s e d  a g a i n s t  D E A E - c e l l u l o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  b u f f e r  u n t i l  e q u i l i b r i u m  was  r e a c h e d .  

C h r o m a t o g r a p h y  was  t h e n  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 2 ) .

The p a t t e r n  o f  a s h a r p  p e a k  o f  u n a d s o r b e d  p r o t e i n ,  f o l l o w e d  

by  a p e a k  e l u t e d  b y  t h e  KCl g r a d i e n t  ( F i g  3 . 9 )  was  f o u n d  

r e p r o d u c i b l y  i n  a l l  DEAE- c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a s c i t e s  

' S - 1 5 0 *  f r a c t i o n .  I n  some c a s e s  ( e . g .  F i g  3 . 9 )  t h e  b r o a d  

p e a k  o f  p r o t e i n  e l u t e d  b y  t h e  KCl  g r a d i e n t  a p p e a r e d  t o  r e s o l v e  

i n t o  a n u m b e r  o f  ' s u b - p e a k s ' ,  b u t  t h i s  was  l e s s  e v i d e n t  i n



F i g  3 . 9  : D E A E - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  A s c i t e s

' S - 1 5 0 '  P r o t e i n  K i n a s e s .

A p p r o x i m a t e l y  375mg o f  ' S - 1 5 0 '  p r o t e i n  was  s u b j e c t e d  t o  

c h r o m a t o g r a p h y  on  D E A E - c e l l u l o s e  ( 2 . 3 . 1 0 )  a n d  a s s a y e d  f o r  

p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  w i t h ,

c a s e i n  a n d  ATP o — — — O 

h i s t o n e  a n d  ATP □

h i s t o n e  a n d  ATP p l u s  lO^xM cAMP ■— — ------ ■

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  by 

a b s o r b a n c e  a t  280nm ----------------

C o n c e n t r a t i o n  o f  KCl  — —  - — - ( e s t imated)
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m o s t  o t h e r  e x p e r i m e n t s  ( e . g .  F i g  3 . 1 2 ) .

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  t h e n  c a r r i e d  o u t  u s i n g  c a s e i n  

o r  h i s t o n e  a s  s u b s t r a t e  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) .  C a s e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  

was  o b s e r v e d  i n  t h e  f r a c t i o n s  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  by  t h e  

KCl g r a d i e n t  ( F i g  3 . 9 ) ,  H i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  was  a l s o  

f o u n d  i n  s i m i l a r  r e g i o n s  o f  t h e  g r a d i e n t ,  b u t  w i t h  a 1 ower  

a c t i v i t y  t h a n  t h a t  o f  c a s e i n  k i n a s e .  I n  t h e  e x p e r i m e n t  shown  

i n  F i g  3 . 9 ,  t h e  k i n a s e s  a p p e a r e d  t o  r e s o l v e  i n t o  m u l t i p l e  p e a k s  

o f  a c t i v i t y .  H ow ev e r  t h i s  r e s o l u t i o n  i n t o  d i s t i n c t  p e a k s  

was  n o t  o b s e r v e d  r e p r o d u c i b l y ,  a l t h o u g h  ' s h o u l d e r s *  w e r e  

s o m e t i m e s  o b s e r v e d  ( F i g  3 . 1 2 ) .  The p r e s e n c e  o f  lO^^M c y c l i c  

AMP d i d  n o t  a p p e a r  t o  s t i m u l a t e  t h e  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  

( F i g  3 . 9 ) .

3 . 4 . 2  P h o s p h o c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  D E A E - C e l l u l o s e  

F r a c t i o n s  C o n t a i n i n g  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y

The  f r a c t i o n s  f r o m  D E A E - c e l l u l o s e  c o l u m n s  w h i c h  h a d  

p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  w e r e  p o o l e d  a n d  r e - c h r o m a t o g r a p h e d  on 

p h o s p h o c e l l u l o s e  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 2 ) .  I n i t i a l l y  t h e  d i f f ­

e r e n t  k i n a s e  p e a k s  r e s o l v e d  on  D E A E - c e l l u l o s e  ( F i g  3 . 9 )  w e r e  

a p p l i e d  s e p a r a t e l y  t o  d i f f e r e n t  p h o s p h o c e l l u l o s e  c o l u m n s .

The  D E A E - c e l l u l o s e  f r a c t i o n s  u s e d  w e r e  i n  t u b e s  4 0 - 4 9  a n d  

5 0 - 6 2  o f  F i g  3 . 9 .  F r a c t i o n s  e l u t e d  f r o m  p h o s p h o c e l l u l o s e  by 

NaCl  w e r e  a s s a y e d  f o r  k i n a s e  a c t i v i t y  u s i n g  h i s t o n e  a s  a 

s u b s t r a t e  w i t h  -A.TP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r ,  a n d  w i t h  c a s e i n

a s  a s u b s t r a t e  a n d  e i t h e r  ATP o r  [y - ^ ^ p] GTP a s

p h o s p h o r y l  d o n o r .  The  r e s u l t s  o f  r e - c h r o m a t o g r a p h y  on  p h o s ­

p h o c e l l u l o s e  o f  t h e  f i r s t  p e a k  o f  p r o t e i n  k i n a s e  e l u t e d  f r o m
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D E A E - c e l l u l o s e  i s  s ho wn  i n  F i g  3 . 1 0 .  H i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  

was  e l u t e d  i n  t h e  ’ f l o w - t h r o u g h '  f r a c t i o n s  o f  t h e  c o l u m n ,  

t o g e t h e r  w i t h  some c a s e i n  k i n a s e  a c t i v i t y .  When a l i n e a r  

s a l t  g r a d i e n t  o f  0 , 2 5 - l M  NaCl  was  a p p l i e d ,  c a s e i n  k i n a s e  

u s i n g  ATP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r  was  e l u t e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  

0 . 3 - 0 . 4 M  N a C l .  T h i s  a c t i v i t y  a p p e a r e d  t o  be i n  t wo  p o o r l y -  

r e s o l v e d  p e a k s .  C a s e i n  k i n a s e  u s i n g  GTP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r  

was  o n l y  f o u n d  i n  t h e  s e c o n d  p e a k  ( F i g  3 . 1 0 ) .

The r e s u l t s  o f  r e - c h r o m a t o g r a p h y  on p h o s p h o c e l l u l o s e  o f  

t h e  ' s e c o n d  p e a k '  o f  k i n a s e  a c t i v i t y  e l u t e d  f r o m  D E A E - c e l l u l o s e  

i s  sh own  i n  F i g  3 . 1 1 .  As f o r  t h e  f i r s t  p e a k  f r o m  DEAE- 

c e l l u l o s e ,  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  a p p e a r e d  i n  t h e  ' f l o w -  

t h r o u g h '  f r a c t i o n s ,  a n d  c a s e i n  k i n a s e  was  e l u t e d  by  ..the NaCl  

g r a d i e n t .  T h i s  t i m e  h o w e v e r ,  t h e  t wo  p e a k s  o f  c a s e i n  k i n a s e  

a c t i v i t y  w e re  much more  c l e a r l y  r e s o l v e d .  The f i r s t  p e a k  o f  

c a s e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  ( d e s i g n a t e d  OKI) was  e l u t e d  f r o m  t h e  

c o l u m n  a t  0 . 4  - 0 . 4 7 5 M  N a C l ,  a n d  c o u l d  u s e  ATP b u t  n o t  GTP a s  

p h o s p h o r y l  d o n o r .  The s e c o n d  c a s e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  ( d e s i g n a t e d  

CKI I )  was  e l u t e d  a t  0 . 5 7 5  - 0 . 72 5 M N a C l ,  a n d  c o u l d  u s e  e i t h e r  

ATP o r  GTP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  r e -  

c h r o m a t o g r a p h y  o n  p h o s p h o c e l l u l o s e  o f  t h e  t wo  ' p e a k s '  o f  

k i n a s e  a c t i v i t y  e l u t e d  f r o m  D E A E - c e l l u l o s e  ( F i g s  3 . 1 0  a n d  

3 . 1 1 )  i n d i c a t e s  t h a t  t h e y  a r e  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r ,  d i f f e r i n g  

o n l y  i n  t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  d i f f e r e n t  k i n a s e  

a c t i v i t i e s .  Th u s  t h e  r e s o l u t i o n  o f  k i n a s e s  on  D E A E - c e l l u l o s e  

was  n o t  c o m p l e t e ,  a n d  i t  was  d e c i d e d  t o  p o o l  a l l  t h e  a c t i v e  

f r a c t i o n s  f r o m  D E A E - c e l l u l o s e  f o r  r e c h r o m a t o g r a p h y  on p h o s ­

p h o c e l l u l o s e ,  F i g  3 . 1 2  s hows  a D E A E - c e l l u l o s e  f r a c t i o n  f r o m  

w h i c h  f r a c t i o n s  26 - 48  w e r e  p o o l e d ,  c o n c e n t r a t e d  ( 2 . 3 . 1 1 ) ,



F i g  3 . 1 0 : P h o s p h o c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  F i r s t

P e a k  o f  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y  f r o m  DEAE- 

C e l l u l o s e .

P o o l e d  f r a c t i o n s  ( 4 0  - 49 F i g  3 . 9 )  c o n t a i n i n g  a p p r o x ­

i m a t e l y  68mg o f  p r o t e i n  w e r e  c o n c e n t r a t e d  ( 2 . 3 . 1 1 ) ,  

e q u i l i b r a t e d  a n d  s u b j e c t e d  t o  c h r o m a t o g r a p h y  on  p h o s p h o ­

c e l l u l o s e  ( 2 , 3 . 1 2 ) .  P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  

o u t  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 )  w i t h ,

c a s e i n  a n d  ATP o — — O

c a s e i n  a n d  G T P # -   — #

h i s t o n e  a n d  ATP O—  O

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  by 

a b s o r b a n c e  a t  280nm -----------------

C o n c e n t r a t i o n  o f  NaCl  --------------   ( es t imated)
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F i g  3 . 1 1  : P h o s p h o c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  S e c o n d

P e a k  o f  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y  f r o m  DEAE- 

C e l l u l o s e .

P o o l e d  f r a c t i o n s  ( 5 0  - 62 F i g  3 . 9 )  c o n t a i n i n g  a p p r o x ­

i m a t e l y  4-2mg o f  p r o t e i n  w e r e  c o n c e n t r a t e d  ( 2 . 3 . 1 1 ) ,  

e q u i l i b r a t e d  a n d  s u b j e c t e d  t o  c h r o m a t o g r a p h y  on  p h o s p h o ­

c e l l u l o s e  ( 2 . 3 . 1 2 ) ,  P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t

( 2 . 3 . 1 5 . 1 )  w i t h ,

c a s e i n  a n d  ATP Q—  O

c a s e i n  a n d  OTP # --------------#

h i s t o n e  a n d  ATP D  O

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  by  

a b s o r b a n c e  a t  280nm —=--------------

C o n c e n t r a t i o n  o f  NaCl   ---------  ( e s t imated)
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F i g  3 . 1 2  : D E A E - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  A s c i t e s

' 8 - 1 5 0 '  P r o t e i n  K i n a s e s .

A p p r o x i m a t e l y  205mg o f  ' 8 - 1 5 0 '  p r o t e i n  was  s u b j e c t e d  

t o  c h r o m a t o g r a p h y  on D E A E - c e l l u l o s e  ( 2 . 3 . 1 0 )  a n d  a s s a y e d  

f o r  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  w i t h .

c a s e i n  a n d  ATP O

h i s t o n e  a n d  ATP □ - ...... O

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  by  

a b s o r b a n c e  a t  280nm -----------------

C o n c e n t r a t i o n  o f  KOI
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I l l

e q u i l i b r a t e d ,  a n d  r e c h r o m a t o g r a p h e d  on  p h o s p h o c e l l u l o s e  

( F i g  3 . 1 3 ) .  As b e f o r e  ( F i g s  3 . 1 0  a n d  3 . 1 1 )  t w o  d i s t i n ­

g u i s h a b l e  c a s e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  o b s e r v e d  e l u t i n g  a t  

0 . 4  - 0 . 57 M NaCl  a n d  0 . 6  - 0 . 73M N a C l ,  t o g e t h e r  w i t h  h i s t o n e  

k i n a s e  e l u t i n g  i n  t h e  ? f l o w - t h r o u g h '  f r a c t i o n s .

T a b l e  3 . 2  s ho ws  t h a t  t h e  c o m b i n e d  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  

f r o m  p h o s p h o c e l l u l o s e  was  p u r i f i e d  a p p r o x i m a t e l y  17  f o l d  

c o m p a r e d  w i t h  t h e  o r i g i n a l  c a s e i n  k i n a s e  i n  t h e  ' 8 - 1 3 0 ' f r a c t i o n .

I f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  OKI a n d  CKII  

w e r e  u n c h a n g e d  t h r o u g h o u t ,  t h e n  CKÏ was  l e s s  p u r i f i e d  t h a n  

C K I I ,  6 . 3  c o m p a r e d  t o  27  t i m e s .

I n  v i e w  o f  t h e  g o o d  r e s o l u t i o n  o f  t h e  t w o  k i n a s e  a c t i v i t i e s ,  

t h e  f i r s t  p r i o r i t y  was  t h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  r i b o s o m a l  

s u b s t r a t e s  f o r  t h e s e  k i n a s e s  r a t h e r  t h a n  t h e i r  f u r t h e r  

p u r i f i c a t i o n .



• P h o s p h o c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  P r o t e i n  

K i n a s e  A c t i v i t y  e l u t e d  f r o m  D E A E - C e l l u l o s e .

P o o l e d  f r a c t i o n s  f r o m  D E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  

( 2 6  - 4 8 ,  F i g  3 . 1 2 )  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  8 7 . 6 m g  o f  

p r o t e i n  w e r e  c o n c e n t r a t e d  ( 2 . 3 . 1 1 ) ,  e q u i l i b r a t e d  a n d  

s u b j e c t e d  t o  c h r o m a t o g r a p h y  on  p h o s p h o c e l l u l o s e  ( 2 . 3 . 1 2 ) .  

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 )  w i t h ,

c a s e i n  a n d  ATP 0 — 0  

c a s e i n  a n d  GTP ^

h i s t o n e  a n d  ATP O--------------O

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  by  

a b s o r b a n c e  a t  280nm ----------------

C o n c e n t r a t i o n  o f  NaCl  -------- -------
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T a b l e  3 . 2  : E x t e n t  o f  P u r i f i c a t i o n  o f  C a s e i n  K i n a s e s

Enzyme
F r a c t i o n

P r o t e i n  (mg) Enzyme 
U n i t s / m g  
( x  1 0 “ ^)

T o t a l  
U n i t s   ̂
( x  1 0 - 3 )

P u r i f ­
i c a t i o n

Y i e l d

' 8 - 1 5 0 ' 2 0 5 . 2 0 . 3 2 6 5 , 7 1 100%

P o o l e d  DEAE-
c e l l u l o s e
k i n a s e

87 .6 0 . 8 70 2 . 5 106 %

CEI 5 . 1 9 2 . 0 1 0 . 4 6 . 3 32%

CKII 1 . 1 9 8 . 9 1 0 . 6 27 32%

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n

( 2 , 3 . 1 5 . 1 ) ,  C a s e i n  a n d  ATP w e r e  u s e d  a s  s u b s t r a t e s  f o r  a l l  

enzyme  f r a c t i o n s .  I n  o r d e r  t o  o b t a i n  e s t i m a t e s  f o r  t h e  

p u r i f i c a t i o n  a n d  y i e l d  o f  CEI ,  a n d  C K I I ,  i t  was  n e c e s s a r y  t o  

know t h e i r  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n  i n  ' S - 1 5 0 ' .  As t h i s  c o u l d  

n o t  be  m e a s u r e d  d i r e c t l y ,  i t  was  a s s u m e d  ( f r o m  t h e  f i n a l  

y i e l d s )  t h a t  i t  d i d  n o t  c h a n g e  t h r o u g h o u t  t h e  enzyme  

p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s .  On t h e  b a s i s  o f  t h i s  a s s u m p t i o n ,  a n d  

t h e  d a t a  o b t a i n e d ,  p u r i f i c a t i o n  was  c a l c u l a t e d .



114

3 . 5  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  w i t h  R e s o l v e d

P r o t e i n  K i n a s e s  f r o m  A s c i t e s  C e l l s

B e f o r e  c h a r a c t e r i s i n g  t h e  r i b o s o m a l  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  

k i n a s e s  r e s o l v e d  by  p h o s p h o c e l l u l o s e ,  t h e  v a r i o u s  DEAE- 

c e l l u l o s e  f r a c t i o n s  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  

a s  s u b s t r a t e .

3 . 5 , 1  P h o s p h o r y l a t i o n  b y  K i n a s e s  R e s o l v e d  f r o m  t h e  DEAE- 

C e l l u l o s e

K i n a s e  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t  s h o w n  i n  F i g  3 . 1 2

w e r e  u s e d  t o  p h o s p h o r y l a t e  408  o r  60S s u b u n i t s .  A p o r t i o n

o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was  r e m o v e d  a f t e r  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  

r e a c t i o n ,  a n d  a p p l i e d  d i r e c t l y  t o  a o n e - d i m e n s i o n a l  8D8 s l a b  

g e l  a n d  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 ) .  When 408 

r i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  u s e d  a s  s u b s t r a t e ,  t h e  m a i n  p h o s p h o -  

p r o t e i n  h a d  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 2 , 0 0 0  w h i c h  

c o u l d  c o r r e s p o n d  t o  8 6 ,  82 o r  83 ( F i g  3 . 1 4 ) .  P r o t e i n s  o f  

h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( a p p r o x i m a t e l y  4 2 , 0 0 0  a n d  9 0 , 0 0 0 )  w e r e  

p h o s p h o r y l a t e d  b y  f r a c t i o n s  3 1 ,  3 4 ;  3 7 ,  40 a n d  43 ( t r a c k s  4 - 8 )  

a n d  f r a c t i o n s  3 1 ,  3 4 ;  40 a n d  43 ( t r a c k s  4 ,  5 ,  7 ,  8 ) .  The

9 0 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  i s  t o o  l a r g e  t o  be  a r i b o s o m a l  

p r o t e i n  ( C o l l a t z  ^  , 1 9 7 7 ;  T s u r u g i  £ t  ; 1 9 7 7 ) .

The 4 2 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  may c o r r e s p o n d  t o  Sa 

( m o l e c u l a r  w e i g h t  a p p r o x i m a t e l y  4 0 , 0 0 0 )  w h i c h  was  p h o s p h o r y ­

l a t e d  i n  i n t a c t  a s c i t e s  c e l l s  ( F i g  3 . 4 ) .  A p r o t e i n  o f  

a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 8 , 0 0 0  c a n  be  s e e n  t o  be  h i g h l y  

p h o s p h o r y l a t e d  i n  t r a c k  7 ,  b u t  d o e s  n o t  c o r r e s p o n d  t o  a n y  

s t a i n e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n .  A p h o s p h o p r o t e i n  b a n d  o f  s i m i l a r



F i g  3 . 1 4  : P h o s p h o r y l a t i o n  o f  4OS R i b o s o m a l  S u b u n i t s  by

P r o t e i n  K i n a s e  F r a c t i o n s  f r o m  D E A E - C e l l u l o s e .

T r a c k 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

DEAE- 
C e l l u l o s e

F r a c t i o n 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 40
Number  
( F i g  3 . 1 2 ) + S +S + S + S + S +S +S +8 +8 +8 + 8 +8 - 8 +8

S = s u b s t r a t e  i . e .  4 OS s u b u n i t s

S u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  a s  d e s c r i b e d  ( 2 , 3 . 1 5 . 2 )  i n  a 

r e a c t i o n  m i x t u r e  w h i c h  c o n t a i n e d  5 ^ 2 6 0  o f  a s c i t e s  4 OS

s u b u n i t s ,  a n d  D E A E - c e l l u l o s e  f r a c t i o n s  ( F i g  3 . 1 2 )  22 - 55 a s  

k i n a s e  a n d  a n a l y s e d  by o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s

( 2 . 3 . 1 7 ) .

A.  S t a i n

M a j o r  P h o s p h o p r o t e i n s  
( A p p r o x i m a t e  M o l e c u l a r  W e i g h t )

18,000

2 5 . 0 0 0

3 2 . 0 0 0  

3 8 , 0 0 0

4 2 . 0 0 0

9 2 . 0 0 0

B.  A u t o r a d i o g r a p h  

T r a c k  Number

4 ;  5 

7

1 - 8

7

4 - 8

4 , 5 , 7 , 8
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m o l e c u l a r  w e i g h t  c a n  a l s o  be s e e n  when  t h e  same enzyme  

f r a c t i o n  i s  u s e d  t o  p h o s p h o r y l a t e  60S s u b u n i t s  ( F i g  3 . 1 5 ) .  

F i n a l l y ,  t wo  p h o s p h o p r o t e i n s  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t s

1 8 , 0 0 0  a n d  2 5 , 0 0 0  w e r e  p r e s e n t .

A n a l y s i s  o f  p h o s p h o r y l a t e d  60S s u b u n i t s  b y  o n e ­

d i m e n s i o n a l  SDS s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  y i e l d e d  t wo  l o w  

m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s  1 6 , 0 0 0  a n d  1 8 , 0 0 0  ( F i g  3 . 1 5 ) ,

The 1 6 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d  i s  l i k e l y  t o  be  p r o t e i n  L y , 

F a i n t  p h o s p h o p r o t e i n  b a n d s  a t  2 7 , 5 0 0  a n d  3 1 , 0 0 0  w e r e  a l s o

o b s e r v e d ,  w h i c h  c o u l d  c o r r e s p o n d  t o  p r o t e i n s  L14 a n d  S 6 ,
P ig . 3.14  shows c le a r ly  th e  h e te ro g e n e ity  of k in a se s  (o r  t h e i r  s u b s tr a te s

or in h ib i to r s )  in  th e  g ra d ie n t f r a c t io n s .
3 . 5 . 2  P h o s p h o r y l a t i o n  by  P r o t e i n  K i n a s e s  P u r i f i e d  on  

P h o s p h o c e l l u l o s e

The  p r o t e i n  k i n a s e s  r e s o l v e d  by p h o s p h o c e l l u l o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  ( F i g  3 . 1 3 )  w e r e  u s e d  t o  p h o s p h o r y l a t e  4 OS a n d  

6 0 s  s u b u n i t s  ( 2 . 3 , 1 5 . 2 ) .  R e a c t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  by  a d d i t i o n  

o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  a n d  t h e  p r o t e i n  t h e n  e x t r a c t e d  ( 2 . 3 . 8 ) ,  

T h i s  p r o t e i n  was  a n a l y s e d  by  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  e l e c t r o ­

p h o r e s i s .  OKI was  s e e n  t o  p h o s p h o r y l a t e  m a i n l y  a 1 4 , 0 0 0  

m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  o f  t h e  60S s u b u n i t ,  w h i c h  p r o b a b l y  

c o r r e s p o n d s  t o  Ly ( F i g  3 . 1 6 ) .  Some f a i n t e r  b a n d s  w e r e  a l s o  

o b s e r v e d  on 60S s u b u n i t s ,  OKI a l s o  p h o s p h o r y l a t e d  a t  l e a s t  

4 p r o t e i n  b a n d s  on  t h e  4 OS s u b u n i t .  The m o s t  h i g h l y  p h o s ­

p h o r y l a t e d  h a d  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 1 , 0 0 0 .  The o t h e r  

p h o s p h o p r o t e i n s  h a d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  2 2 , 0 0 0 , 4 6 , 0 0 0  a n d  

3 4 , 0 0 0 .  F u r t h e r  c h a r a c t e r i s a t i o n  on  t w o - d i m e n s i o n a l  ' S w e e p '  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  s h own  i n  F i g  3 . 1 7 .  A f a i n t  s p o t  

c o r r e s p o n d i n g  t o  Ly on t h e  6 0 S p r o t e i n  a u t o r a d i o g r a p h  a n d  f o u r



F i g  3 . 1 5  : P h o s p h o r y l a t i o n  o f  60S R i b o s o m a l  S u b u n i t s  by

P r o t e i n  K i n a s e  F r a c t i o n s  f r o m  D E A E - C e l l u l o s e .

T r a c k 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

DEAE-
c e l l u l o s e
F r a c t i o n 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 40
Number  
( F i g  3 . 1 2 ) +S +S +S +S +S +S + s  + s  + s +8 +S +S - 8 +S

S = S u b s t r a t e i . e . 60S R i b o s o m a l S u b u n i t s

S u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  a s  d e s c r i b e d  2 . 3 . 1 5 , 2  i n  a 

r e a c t i o n  m i x t u r e  w h i c h  c o n t a i n e d  5 -^260 o f  a s c i t e s  60S

s u b u n i t s ,  a n d  D E A E - c e l l u l o s e  f r a c t i o n s  ( F i g  3 . 1 2 )  22 - 55 a s  

k i n a s e  a n d  a n a l y s e d  by  one  - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s

( 2 . 3 . 1 7 ) .

A.  S t a i n  

M a j o r  P h o s p h o p r o t e i n s  

( A p p r o x i m a t e  M o l e c u l a r  W e i g h t )

1 6 , 0 0 0  

1 8 , 0 0 0

2 7 , 5 0 0

3 1 , 0 0 0

3 8 , 0 0 0

B. A u t o r a d i o g r a p h  

T r a c k  Number

2 - 8

2 - 8

2 - 6

2 - 6

7
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F i g  3 . 1 6  : O n e - D i m e n s i o n a l  Sod i um D o d e c y l  S u l p h a t e  G e l

E l e c t r o p h o r e s i s  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y ­

l a t e d  by  OKI.

R i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  by  p r o t e i n  k i n a s e  

a c t i v i t y  OKI a s  d e s c r i b e d  ( 2 , 3 . 1 5 . 2 ) .  A p p r o x i m a t e l y  6 0 /ig  o f  

p h o s p h o r y l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  was  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o ­

p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y .  The s p e c i f i c  a c t i v i t y

o f  t h e  p r o t e i n  was  6 , 5  x lO"^ cpm/mg f o r  4 OS p r o t e i n ,  a n d  

3 . 0 8  X 10^  cpm/mg f o r  60S p r o t e i n ,

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  40S p r o t e i n

32A p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  P - l a b e l l e d  b a n d s .

Band  No.  M o l . w t .

1 1 4 , 0 0 0

2 3 1 , 0 0 0

3 1 3 , 5 0 0

4 2 2 , 0 0 0

5 3 4 , 0 0 0

6 4 6 , 0 0 0





F i g  3 , 1 7  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' S w e e p '  Ge l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f

R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  by  CEI

A p p r o x i m a t e l y  lO O ^g o f  60S  a n d  40S r i b o s o m a l  p r o t e i n  

( d e s c r i b e d  i n  F i g  3 . 1 6 )  w e r e  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s

( 2 , 3 . 2 0 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 , 3 . 2 0 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  40S p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n
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s p o t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  p r o t e i n s  S 6 ,  S 7 ,  Sa a n d  Sb on t h e  

4-OS s u b u n i t  a u t o r a d i o g r a p h  w e r e  s e e n .  The  r e l a t i v e  f a i n t n e s s  

i s  c l e a r l y  due  t o  t h e  l o w  a m o u n t  o f  Ly p r o t e i n  s e e n  on  t h e  

s t a i n e d  g e l .  When ’A c i d i c - A c i d i c '  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o ­

p h o r e s i s  was  p e r f o r m e d  on  t h e s e  p h o s p h o r y l a t e d  s u b u n i t s  

e s s e n t i a l l y  t h e  same p a t t e r n  was  o b t a i n e d  e x c e p t  t h a t  s t a i n e d  

a n d  p h o s p h o r y l a t e d  Ly was  c o m p l e t e l y  l a c k i n g  ( F i g  3 . 1 8 ) .

On t h e  ' B a s i c - A c i d i c *  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  s y s t e m  o f  L a s t i c k  

a n d  McConkey ( 2 . 3 . 1 9 ) ,  o n l y  S6 a n d  37  w e r e  o b s e r v e d  a s  

p h o s p h o p r o t e i n s  ( F i g  3 . 1 9 ) ;  t h i s  was  e x p e c t e d  s i n c e  t h e  a c i d i c  

p r o t e i n s  L y ,  S a ,  a n d  Sb w o u l d  n o t  m i g r a t e  i n t o  t h e  g e l  i n  t h i s  

s y s t e m .

S i m i l a r  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  s u b u n i t s  p h o s ­

p h o r y l a t e d  by CKII  a n d  [ y - ^ ^ p j  ATP,  On o n e - d i m e n s i o n a l  SDS 

g e l s  ( F i g  3 . 2 0 )  a s i n g l e  p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  1 4 , 0 0 0  

was  p h o s p h o r y l a t e d  i n  t h e  60S s u b u n i t ,  a n d  n o  4 OS s u b u n i t  

p r o t e i n  a p p e a r e d  t o  be p h o s p h o r y l a t e d .  T w o - d i m e n s i o n a l  

' Sweep*  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( F i g  3 . 2 1 )  c o n f i r m e d  t h a t  Ly was  

t h e  o n l y  p r o t e i n  o f  e i t h e r  r i b o s o m a l  s u b u n i t  t o  be  p h o s p h o r y ­

l a t e d  by C K I I .  ' A c i d i c - A c i d i c '  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l s  

( F i g  3 . 2 2 )  a l s o  i n d i c a t e d  t h a t  Ly was  p h o s p h o r y l a t e d ,  b u t  a s  

b e f o r e  ( 3 . 1 . 1 )  i t  was  p r e s e n t  i n  much r e d u c e d  a m o u n t s .

When HK was  u s e d  t o  p h o s p h o r y l a t e  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  

one  60S p h o s p h o p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  1 4 , 0 0 0  a n d  f o u r  

40S s u b u n i t  p h o s p h o p r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  2 9 , 5 0 0 ,

1 9 , 5 0 0 ,  1 7 , 0 0 0  a n d  1 3 , 0 0 0  w e r e  o b t a i n e d  ( F i g  3 . 2 3 ) .  F r om 

' A c i d i c - A c i d i c '  ( F i g  3 . 2 4 )  a n d  ' B a s i c - A c i d i c '  ( F i g  3 . 2 5 )  t w o -  

d i m e n s i o n a l  g e l s ,  t h e  i d e n t i t i e s  o f  t h e s e  p h o s p h o p r o t e i n s



F i g  3 , 1 8  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' A c i d i c - A c i d i c '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s

o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  hy CKI

A p p r o x i m a t e l y  lO O ^g o f  60S  a n d  4 OS r i b o s o m a l  p r o t e i n  

( d e s c r i b e d  i n  F i g  3 . 1 6 )  w e r e  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s

( 2 . 3 . 2 1 ) a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 . 3 . 2 1 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b . A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  408 p r o t e i n
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F i g  3 . 1 9  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' B a s i c - A c i d i c '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s

o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  b y  CKI

A p p r o x i m a t e l y  lOO^ig o f  60S  a n d  4 OS r i b o s o m a l  p r o t e i n  

( d e s c r i b e d  i n  F i g  3 . 1 6 )  w e r e  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s

( 2 , 3 . 1 9 ) ,  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 . 3 . 1 9 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 08 p r o t e i n
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F i g  3 . 2 0  : O n e - D i m e n s i o n a l  SDS G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f  R i b o s o m a l

P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  b y  CKII

R i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  by  p r o t e i n  k i n a s e  

a c t i v i t y  CKII  a s  d e s c r i b e d ,  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) .  A p p r o x i m a t e l y  6 0 ^ g  

o f  p h o s p h o r y l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  was  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o ­

p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y .  The s p e c i f i c  a c t i v i t y

o f  t h e  p r o t e i n  was  6 . 8  x 1 0 ^  cpm/mg f o r  60S p r o t e i n ,  a n d
26 X 1 0 '  cpm/mg f o r  4 OS p r o t e i n .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c . S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n

A s i n g l e  p h o s p h o p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t

1 4 , 0 0 0  i s  s h o w n .
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F i g  3 . 2 1  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' S w e e p '  Ge l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f

R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d by CKII

A p p r o x i m a t e l y  lOOjug o f  60S a n d  408 r i b o s o m a l  p r o t e i n  

( d e s c r i b e d  i n  F i g  3 , 2 0 )  w e r e  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s

( 2 . 3 . 2 0 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b . A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  405  p r o t e i n

d . A u t o r a d i o g r a p h  o f  405 p r o t e i n
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F i g  3 . 2 2  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' A c i d i c - A c i d i c '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s

o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p l i o r y l a t e d  b y  CKII

A p p r o x i m a t e l y  lOO^g o f  60S a n d  4 OS r i b o s o m a l  p r o t e i n  

( d e s c r i b e d  i n  F i g  3 . 2 0 )  w e r e  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s

( 2 . 3 . 2 1 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 . 3 . 2 1 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

c .  S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  408  p r o t e i n
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F i g  3 , 2 3  : O n e - D i m e n s i o n a l  SDS G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f

R i b o s o m a l  P r o t e i n s  P h o s p h o r y l a t e d b y  HK

R i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  by  p r o t e i n  

k i n a s e  a c t i v i t y  HK a s  d e s c r i b e d ,  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) .  A p p r o x i m a t e l y  

6 0 ^ g  o f  p b o s p b o r y l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  was  s u b j e c t e d  t o  

e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y .  The s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  p r o t e i n  was  6 . 5  x 10 ^  cpm/mg f o r  4.OS p r o t e i n  

a n d  3 .  OB x lO'^ cpm/mg f o r  60S p r o t e i n .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

G . S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n

32A p p r o x i m a t e  M o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  P - l a b e l l e d  p r o t e i n

b a n d s .

B a nd No.  M o l ,  w t .

1 1 4 , 0 0 0

2 2 9 , 5 0 0

3 1 3 , 0 0 0

4 1 7 , 0 0 0

5 1 9 , 5 0 0
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F i g  3 . 2 4  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' Swe ep '  Ge l  E l e c t r o p h o r e s i s

o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  by HK

A p p r o x i m a t e l y  lOO^g o f  60S  a n d  4 OS r i b o s o m a l  p r o t e i n  

( d e s c r i b e d  i n  F i g  3 . 2 3 )  w e r e  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s

20 ) a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 . 3 . 2 0 ) .

a . S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b . A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n

G . S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d . A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n
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F i g  3 . 2 5  ; T w o - D i m e n s i o n a l  ' B a s i o - A c i d '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  

o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  b y  HK

A p p r o x i m a t e l y  lOOjUg o f  60S a n d  4 OS r i b o s o m a l  p r o t e i n  

( d e s c r i b e d  i n  F i g  3 . 2 3 )  w e r e  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  

( 2 . 3 . 1 9 )  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  ( 2 . 3 . 1 9 ) .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n

b . A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n  

0 . S t a i n  o f  4 OS p r o t e i n

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  4 OS p r o t e i n
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a p p e a r e d  t o  be L 3 5 ,  8 6 ,  8 7 ,  8 1 0 ,  8 1 4  a n d  8 2 0 .

P h o s p h o r y l a t i o n  o f  r i b o s o m a l  60S s u b u n i t s  by  OKI o r

CKII  was  a l s o  c a r r i e d  o u t  w i t h  GTP a s  p h o s p h o r y l

d o n o r .  The r e s u l t s  i n  F i g  3 . 2 6  show t h a t  Ly i s  t h e  o n l y

60S s u b u n i t  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t e d  by CKII  a n d  GTP,  a n d  t h a t

no 60S p r o t e i n s  a r e  p h o s p h o r y l a t e d  by  CKI a n d  GTP,  I t  h ad

b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  GTP i s  n o t  d i r e c t l y  u s e d  b y  'GTP \ i t i l i z i n g
3 2 *1

p r o t e i n  k i n a s e s '  b u t  t h a t  t h e  t e r m i n a l  p h o s p h a t e  o f  j^y- PJ

GTP was  t r a n s f e r r e d  by n u c l e o s i d e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e s  t o  f o r m

l^y-^^p] ATP w h i c h  i n  t u r n  was  u s e d  by  t h e  p r o t e i n  k i n a s e s

( Ku o ,  1 9 7 4 ) ,  To t e s t  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  s a m p l e s  t a k e n  f r o m

r e a c t i o n  m i x t u r e s  i n  w h i c h  CKII  a n d  [ y - ^ ^ P ]  GTP h a d  b e e n

a l l o w e d  t o  p h o s p h o r y l a t e  c a s e i n  f o r  20  m i n u t e s  w e r e  - - a n a l y s e d

by  P E I - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y .  As s h o wn  i n  F i g  3 . 2 7  no

J y - ^ ^ p ]  ATP c o u l d  be  d e t e c t e d ,  a l t h o u g h  t h e  c a s e i n  b ec am e  
32l a b e l l e d  w i t h  P i n  t h e  r e a c t i o n  f r o m  w h i c h  t h e  s a m p l e  was  

t a k e n .

P h o s p h o r y l a t i o n  o f  E x t r a c t e d  R i b o s o m a l  P r o t e i n  w i t h  CKI a n d  

C K I I .

I t  was  d e c i d e d  t o  e x a m i n e  t h e  p r o t e i n s  p h o s p h o r y l a t e d  when  

i s o l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n s ,  r a t h e r  t h a n  i n t a c t  s u b u n i t s ,  w e r e  

p r e s e n t e d  t o  t h e  r e s o l v e d  p r o t e i n  k i n a s e .  One p a r t i c u l a r  

r e a s o n  why t h i s  was  o f  i n t e r e s t  was  b e c a u s e  t h e  a l t e r e d  p a t t e r n  

o f  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  a s c i t e s  c e l l s  i n c u b a t e d  i n  g l u c o s e  m i g h t  

be  due  t o  a l t e r e d  r i b o s o m e  c o n f o r m a t i o n ,  p r e s e n t i n g  p r e v i o u s l y  

i n a c c e s s i b l e  s i t e s  f o r  p h o s p h o r y l a t i o n .  S u c h  s i t e s  w o u l d  be  

e x p e c t e d  t o  be  a c c e s s i b l e  i n  t h e  p r o t e i n  e x t r a c t e d  f r o m  s u b ­

u n i t s  .



F i g  3 . 2 6  : T w o - D i m e n s i o n a l  ' Sw ee p '  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  o f

60S R i b o s o m a l  S u b u n i t  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  by  

CKI a n d  CKII  u s i n g  y - ^ ^ P  GTP.

326 0 s  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  w i t h  y -  P 

GTP,  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) .  A p p r o x i m a t e l y  lOOyg o f  p r o t e i n  

was  s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 2 0 ) ,  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y .  

The s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  p r o t e i n  was  a p p r o x i m a t e l y  5 , 6  x 10'^ 

cpm/mg f o r  6 0 S / C K I I  a n d  10^  cpm/mg f o r  6 0 S / C K I .

a .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n / C K I

b .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n / C K I

c .  S t a i n  o f  60S p r o t e i n / C K I I

d .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  60S p r o t e i n / C K I I
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F i g  3 . 2 7  : P E I - Cel l u l o s e  C h r o m a t o g r ap h y  o f  GTP f r om CKII

P h o s p h o r y l a t i o n  R e a c t i o n s  o f  C a s e i n

S a m p l e s  o f  lO/xl  w e r e  r e m o v e d  f r o m  p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n s  

c o n t a i n i n g  C K I I ,  c a s e i n  a n d  [ y -  p] GTP ( 3 . 4 . 2 )  a n d  c h r o m a t o ­

g r a p h e d  on P E I - c e l l u l o s e  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 6 ) .  S a m p l e s
32 nc o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  2 5 n m o l e s  o f  [ y -  Pj GTP o f  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  8 c p m / p m o l e .  The p o s i t i o n s  o f  GTP a n d  ATP w e r e  

d e t e r m i n e d  by'  u s i n g  u n l a b e l l e d  ATP a n d  GTP.  T h r e e  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  r e a c t i o n s  a r e  s h o w n .
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E x t r a c t e d  4 OS a n d  60S p r o t e i n  was  p h o s p h o r y l a t e d  by  

CKI a n d  CKII  w i t h  ATP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r  a s  d e s c r i b e d

( 2 , 3 . 1 5 . 2 ) .  A f t e r  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  

r e a c t i o n  s a m p l e s  w e r e  i m m e d i a t e l y  r e s o l v e d  by  o n e - d i m e n s i o n a l  

SDS s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( F i g  3 . 2 8 ) ,  CKI d o e s  n o t  a p p e a r  

t o  p h o s p h o r y l a t e  a n y  o f  t h e  p r o t e i n s ,  w h e r e a s  CKII  p h o s p h o r y -  

l a t e s  two  p r o t e i n  b a n d s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  1 6 , 7 0 0  a n d  1 8 , 3 0 0  

i n  t h e  60S s u b u n i t .  T h e s e  w e r e  a l s o  s e e n  i n  t h e  4 OS s u b u n i t s ,  

t h o u g h  t o  a l e s s e r  e x t e n t ,  s u g g e s t i n g  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  

f r o m  t h e  60S s u b u n i t .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  1 6 , 7 0 0  m o l e c u l a r  

w e i g h t  b a n d  may c o r r e s p o n d  t o  Ly .

3 . 5 . 3  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  A s c i t e s  R i b o s o m e s  by  E x o g e n o u s  

P r o t e i n  K i n a s e s  f r o m  O t h e r  T i s s u e s

The p r o t e i n  k i n a s e s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  c y t o s o l  o f  a s c i t e s  

c e l l s  w e r e  s ho wn  t o  be  c a p a b l e  o f  p h o s p h o r y l a t i n g  b o t h  r i b o s o m a l  

a n d  n o n - r i b o s o m a l  s u b s t r a t e s .  I t  was  o f  i n t e r e s t  t o  c o m p a r e  

t h e  p r o t e i n s  p h o s p h o r y l a t e d  by  t h e s e  k i n a s e s  w i t h  t h o s e  

p h o s p h o r y l a t e d  by  e x o g e n o u s  p r o t e i n  k i n a s e s  f r o m  o t h e r  s o u r c e s .  

R a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  p e a k  I  ( P K I ) ,  a n d  p e a k  I I  ( P K I I )  c y c l i c  

AMP d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  ( 2 . 3 . 1 3 ) ,  a n d  b o v i n e  h e a r t  c y c l i c  

A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  ( 2 , 1 . 3 )  w e r e  u s e d  t o  p h o s p h o r y l a t e  

808 r i b o s o m e s ,  a n d  4 08 a n d  608  s u b u n i t s .  The  p h o s p h o r y l a t i o n  

r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 5 , 2 ) .  A f t e r  

t e r m i n a t i o n  a p o r t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was  r e s o l v e d  by  

o n e - d i m e n s i o n a l  8 D 8 - s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a n d  s u b j e c t e d  

t o  a u t o r a d i o g r a p h y  ( F i g  3 - 2 9 ) .  As c a n  be  s e e n ,  a l a r g e  

nu mb e r  o f  p r o t e i n s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d ,  e s p e c i a l l y  SOS



O n e - D i m e n s i o n a l  SDS S l a b  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  

o f  E x t r a c t e d  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t e d  

by CKI a n d  C K I I .

E x t r a c t e d  r i b o s o m a l  s u b u n i t  p r o t e i n  ( 2 . 3 . 8 )  was  p h o s p h o r y l a t e d

a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 5 . 2 ) ,  i n  a r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  2 0 0 # g  o f
- 32 1

r i b o s o m a l  p r o t e i n ,  PJ ATP a n d  e i t h e r  l l j u g  o f  CKI o r  3.4^<g o f

CKII  i n  a  v o l u m e  o f  2 50ju l .  A p p r o x i m a t e l y  50jLig o f  p r o t e i n  was  

r e s o l v e d  b y  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 ) .

A. S t a i n e d  P r o t e i n

B. A u t o r a d i o g r a p h

T r a c k  S a m p l e

1 60S p r o t e i n / C K I

2 60S p r o t e i n / C K I I

3 4 OS p r o t e i n / C K I

4 40S p r o t e i n / C K I I

M a i n  P h o s p h o p r o t e i n s  T r a c k  Number
( A p p r o x i m a t e  M o l e c u l a r  W e i g h t )

1 6 , 7 0 0  2 ,  4

1 8 , 3 0 0  2 , 4
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F i g  3 . 2 9  ; The  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  A s c i t e s  R i b o s o m e s  by 

E x o g e n o u s  P r o t e i n  K i n a s e s  f r o m  O t h e r  T i s s u e s

T r a c k  No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

R i b o s o m a l
S u b s t r a t e

60S 4 0 s  80S 60S 80S 4 0 s 60S 4 0 s 80S

Enzyme b o v i n e  h e a r t  
k i n a s e

PKI P K I I

80S r i b o s o m e s ,  a n d  4 OS a n d  60S r i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  

p h o s p h o r y l a t e d  a s  d e s c r i b e d  ( 2 , 3 . 1 5 , 2 ) ,  The p h o s p h o r y l a t i o n  

r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  20  Ag^g  u n i t s  o f  80S r i b o s o m e s ,  o r  

5 Ag^Q u n i t s  o f  4 OS o r  60S s u b u n i t s  a n d  e i t h e r  40/ ig o f  PKI 

(8  u n i t s ) ,  o r  55/ig PK I I  ( 2 2 . 5  u n i t s )  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  

p r o t e i n  k i n a s e s  o r  5/ig o f  b o v i n e  h e a r t  p r o t e i n  k i n a s e  ( 1 0  

u n i t s ) .  S a m p l e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  50jJLg  o f  p h o s p h o r y l a t e d  

s u b s t r a t e  w e r e  r e s o l v e d  b y  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS s l a b  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  a n d  e x p o s e d  t o  a u t o r a d i o g r a p h y .

A.  S t a i n  B.  A u t o r a d i o g r a p h .

M a j o r  P h o s p h o p r o t e i n s  ( E x c l u d i n g  80S >  3 0 , 0 0 0  m . w t . )

( A p p r o x i m a t e  M o l .  w t . )  T r a c k  No.

5 0 . 0 0 0
3 7 . 5 0 0
3 2 . 5 0 0
2 4 . 0 0 0
2 3 . 0 0 0
1 9 . 5 0 0
1 9 . 0 0 0
1 5 . 5 0 0
1 4 , 3 0 0
1 3 . 5 0 0  
1 0 , 9 0 0

1 . 4 . 7
4 . 7
2 . 3 . 5 . 6 . 8 . 9
1 . 4 . 7
1 . 4 . 7
3 . 4 . 5 . 7 . 9
3 . 4 . 5 . 7 . 9
4 . 7
3 . 5 . 9
1 . 4 . 7 . 9  
2
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r i b o s o m a l  p r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  g r e a t e r  t h a n  3 0 , 0 0 0 .

F o r  t h i s  r e a s o n ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  

80S r i b o s o m e  p h o s p h o p r o t e i n s  g r e a t e r  t h a n  3 0 , 0 0 0  was  d i f f i c u l t .  

A p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 2 , 5 0 0  was  p h o s p h o r y l a t e d  i n  

408 s u b u n i t s  b y  a l l  t h r e e  e n z y m e s ,  a n d  a l s o  i n  80S r i b o s o m e s .

I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h i s  p r o t e i n  i s  S6 w h i c h  h a s  b e e n  s hown  by  

o t h e r s  t o  be  p h o s p h o r y l a t e d  r e a d i l y  by  n o n - e n d o g e n o u s  e n z y m e s .

A p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  a p p r o x i m a t e l y  1 3 , 5 0 0  i n  60S 

s u b u n i t s  i s  p h o s p h o r y l a t e d  b y  a l l  t h r e e  e n z y m e s ,  a n d  t h i s  

p r o t e i n  i s  p r o b a b l y  L y . Ho wev e r  t h e  same p r o t e i n  was  less 

p h o s p h o r y l a t e d  i n  80S r i b o s o m e s  by  e i t h e r  b o v i n e  h e a r t  k i n a s e ^  

PKI C1Î’ PkiT- - - . . The m o s t

s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  6'OS s u b u n i t s  

a n d  80S r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i s  t h e  c o m p l e t e  a b s e n c e  o f  a h i g h l y  

p h o s p h o r y l a t e d  d o u b l e t  o f  60S p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s

2 4 , 0 0 0  a n d  2 3 , 0 0 0  f r o m  80S r i b o s o m e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

t h e s e  t wo  p r o t e i n s  a r e  much more  a c c e s s i b l e  t o  p r o t e i n  k i n a s e s  

i n  60S s u b u n i t s  t h a n  i n  80S r i b o s o m e s .

3 . 5 , 4  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  E x t r a c t e d  A s c i t e s  R i b o s o m a l  P r o t e i n  

by  E x o g e n o u s  P r o t e i n  Kinases  f r o m  O t h e r  T i s s u e s

E x t r a c t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  was  p h o s p h o r y l a t e d  w i t h  P K I ,  

P K I I  a n d  b o v i n e  h e a r t  p r o t e i n  k i n a s e .  S a m p l e s  o f  t h e  p h o s ­

p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  r e s o l v e d  on o n e - d i m e n s i o n a l  SDS 

s l a b  g e l s  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  a s  d e s c r i b e d  b e f o r e  ( 3 . 5 . 3 ) .

I t  c a n  be c l e a r l y  s e e n  ( F i g  3 . 3 0 ) ,  t h a t  a l l  t h r e e  e n z y m e s  

p h o s p h o r y l a t e  p r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  1 3 , 5 0 0  a n d  3 2 , 0 0 0  

i n  t h e  60S a n d  4 OS s u b u n i t s  r e s p e c t i v e l y .  One o t h e r  6 OS



The P h o s p h o r y l a t i o n  o f  E x t r a c t e d  R i b o s o m a l  

P r o t e i n s  by  E x o g e n o u s  P r o t e i n  K i n a s e s  f r o m  

O t h e r  T i s s u e s

T r a c k  No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

R i b o s o m a l
P r o t e i n 60S 6 0S 6 0S 408 408 408 - - -

Enzyme PKI PKI I bo v i ne
h e a r t
k i n a s e

PKI P K I I b o v i n e
h e a r t
kinase

PKI PKI I b o v i n e
h e a r t
k i n a s e

E x t r a c t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  was  p h o s p h o r y l a t e d  a s  d e s c r i b e d

( 2 . 3 . 1 5 . 2 ) .  The p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  

a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 ^ g  o f  p r o t e i n  a n d  e i t h e r  5/ig o f  PKI ( 1  u n i t )  o r  

5;jg o f  PK I I  ( 1 u n i t )  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  p r o t e i n  k i n a s e s ,  o r  

50^g  o f  b o v i n e  h e a r t  p r o t e i n  k i n a s e  ( 1 0 0  u n i t s )  i n  a v o l u m e  o f  

2 5 0 ^ 1 .  S a m p l e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  50 ^ g  o f  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n  

w e r e  r e s o l v e d  by  one - d i m e n s i o n a l  SDS s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  

e x p o s e d  t o  a u t o r a d i o g r a p h y .

A. S t a i n

M a j o r  P h o s p h o p r o t e i n s  
( A p p r o x i m a t e  M o l e c u l a r  W e i g h t )

1 3 , 5 0 0
3 2 , 0 0 0
3 7 . 0 0 0

5 7 . 0 0 0

9 0 . 0 0 0

B.  A u t o r a d i o g r a p h

T r a c k  No,

1 - 3 
4 - 6  

3

3 . 6 . 9
3 . 6 . 9
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p h o s p h o p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 7 , 0 0 0  c a n  be s e e n  wh e n  

b o v i n e  h e a r t  k i n a s e  was  u s e d ;  t h i s  enzyme  a l s o  p h o s p h o r y l a t e s  

t wo  p r o t e i n s  o f  5 7 , 0 0 0  a n d  9 0 , 0 0 0  r e g a r d l e s s  o f  t h e  s u b s t r a t e  

p r e s e n t .
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3 . 6  P r o p e r t i e s  o f  P r o t e i n  K i n a s e s  f r o m  A s c i t e s  C y t o s o l

G e n e r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  

p r e s e n t  i n  a s c i t e s  c y t o s o l  w e r e  e x a m i n e d .

3 . 6 . 1  E f f e c t  o f  Enzyme C o n c e n t r a t i o n  on  P r o t e i n  K i n a s e  

A c t i v i t y

A v a r i e t y  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  S - 1 5 0  f r a c t i o n ,  p o o l e d

k i n a s e s  p u r i f i e d  by  D E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y ,  a n d  CKI

a n d  CKII  p u r i f i e d  by  p h o s p h o c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  w e r e
32a s s a y e d  f o r  i n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  c a s e i n  ( F i g  3 . 3 1 ) .

A l l  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  t h e s e  k i n a s e  f r a c t i o n s  ( e s p e c i a l l y  

t h o s e  u s e d  f o r  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  i n  

T a b l e  3 . 2 )  u s e d  enzyme  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  r a n g e s  s hown  i n  

t h e s e  f i g u r e s ,

3 . 6 . 2  E f f e c t  o f  pH on  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y

The o p t i m a l  pH c o n d i t i o n s  f o r  t h e  v a r i o u s  enzyme  a c t i v i t i e s  

was  d e t e r m i n e d  i n  t h e  r a n g e  pH 5 t o  9 ( F i g  3 . 3 2 ) .  The o p t i m a l  

pH r a n g e s  w e r e  q u i t e  s i m i l a r  : 6 . 2  -  7 . 3  f o r  CKI ,  6 . 5  -  7 . 6  

f o r  C K I I ,  a n d  6 . 5  - 7 . 7  f o r  HK.

3 . 6 . 3  E f f e c t  o f  M a g n e s i u m  a n d  P o t a s s i u m  C o n c e n t r a t i o n s  on 

t h e  A c t i v i t i e s  o f  CKI a n d  CKII

The d e p e n d e n c e  o f  t h e  enzyme a c t i v i t i e s  o f  CKI a n d  CKII  

on KCl a n d  MgCl^ c o n c e n t r a t i o n  was  d e t e r m i n e d  ( F i g  3 . 3 3 ) .

CKI h a d  o p t i m a  ( i . e .  80  -  100% o f  maximum a c t i v i t y )  f o r  KCl 

i n  t h e  r a n g e  80  -  2 0 0 mM, a n d  f o r  MgCl^ i n  t h e  r a n g e  10 - 70mM. 

O p t i m a  f o r  CKII  w e r e  1 0 0  -  250mM w i t h  KCl  a n d  0 -  4 2 mM f o r  

M g C l 2 '



F i g  3 . 3 1  ; E f f e c t  o f  Enzyme C o n c e n t r a t i o n  on  t h e  A c t i v i t y  o f  

P r o t e i n  K i n a s e  F r a c t i o n s

A n u m b e r  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r o t e i n  f r o m  e i t h e r  c r u d e

' 8 - 1 5 0 ' ,  D E A E - c e l l u l o s e  p u r i f i e d  OKI,  o r  CKII  w e r e  a s s a y e d
32 32f o r  P i n c o r p o r a t i o n  i n t o  c a s e i n ,  u s i n g  y -  P ATP a s

p h o s p b o r y l  d o n o r  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) .

a ,  ' 8 - 1 5 0 '  p r o t e i n

b ,  D E A E - c e l l  p r o t e i n

c ,  OKI p r o t e i n

d ,  CKII  p r o t e i n
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F i g  3 . 3 2  : E f f e c t  o f  pH on  t h e  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y  o f

OKI,  CKII  o r  HK.

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  b e t w e e n  

pH 5 - 9 ,  u s i n g  c a s e i n  a n d  ATP f o r  OKI a n d  C K I I ,  a n d  

h i s t o n e  a n d  ATP f o r  HK.

a . OKI

b .  CKII

c . HK
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F i g  3 . 3 3 : E f f e c t  o f  P o t a s s i u m  a n d  M a g n e s i u m  C o n c e n t r a t i o n

on  A c t i v i t y  o f  CKI a n d  CKII

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

2 . 3 . 1 5 . 1 ,  e x c e p t  t h a t  e i t h e r  t h e  p o t a s s i u m  c h l o r i d e ,  o r  

m a g n e s i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  was  v a r i e d ,  a s  s hown i n  

t h e  f i g u r e s .  C a s e i n  was  u s e d  a s  s u b s t r a t e ,  a n d  ATP a s  

p h o s p h o r y l  d o n o r .

a .  A c t i v i t y  o f  OKI v s  KCl  c o n c e n t r a t i o n

b . A c t i v i t y  o f  CKII  v s  KCl  c o n c e n t r a t i o n

c .  A c t i v i t y  o f  CKI v s  MgCl^ c o n c e n t r a t i o n

d .  A c t i v i t y  o f  CKII  v s  MgCl^ c o n c e n t r a t i o n
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3 . 6 . 4  E f f e c t  o f  I n c u b a t i o n  Time on  A c t i v i t i e s  o f  CKI a n d  

CKII

The a c t i v i t i e s  o f  CKI a n d  CKII  w i t h  t i m e  w e r e  d e t e r m i n e d

a t  tT/o ATP c o n c e n t r a t i o n s  ( F i g  3 . 3 4 ) .  B o t h  CKI a n d  CKII
32

w e r e  f o u n d  t o  i n c o r p o r a t e  P l i n e a r l y  o v e r  t h e  r a n g e  0 - 20  

m i n u t e s  a t  lOOjLtM a n d  10piM,ATP, when  10/ ig o f  CKI o r  3 . 4 p g  o f  

CKII  w e r e  u s e d .

3 . 6 . 5  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  C o n s t a n t s  f o r  

CKI a n d  C K I I ,  u s i n g  C a s e i n  a n d  ATP a s  S u b s t r a t e s

The a p p a r e n t  K v a l u e s  o f  CKI a n d  CKII  f o r  c a s e i n  a n d  

ATP w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  i n i t i a l  v e l o c i t i e s  ( a t  2 m i n u t e s  

o f  r e a c t i o n )  o f  b o t h  e n z y m i c  r e a c t i o n s  o v e r  a r a n g e  o f  c o n ­

c e n t r a t i o n s  o f  ATP.  L i n e w e a v e r - B u r k e  p l o t s  o f  t h e  d a t a  w e r e

made ( F i g  3 . 3 5 ) ,  a n d  t h e  a p p a r e n t  K^ v a l u e s  w e r e  f o u n d  t o  be  

1 4 . 0^ M f o r  CKI a n d  9 . 0 jliM f o r  C K I I ,

3 . 6 . 6  E f f e c t  o f  C y c l i c  AMP on P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t i e s

32As i n d i c a t e d  i n  F i g  3 . 9  i n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  h i s t o n e  

by  HK was  n o t  s t i m u l a t e d  by  t h e  p r e s e n c e  o f  lOjuM cAMP. F u r t h e r  

a n a l y s i s  o f  t h e  e f f e c t  o f  cAMP o n  HK, CKI a n d  CKII  ( T a b l e  3 . 3 )  

i n d i c a t e d  t h a t  n o n e  o f  t h e s e  enzyme a c t i v i t i e s  was  s t i m u l a t e d  

by  cAMP.

3 . 6 . 7  E f f e c t  o f  C y c l i c  AMP D e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e  I n h i b i t o r  

P r o t e i n  on P u r i f i e d  ' 8 - 1 5 0 '  P r o t e i n  K i n a s e s .

C y c l i c  AMP d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  i n h i b i t o r  p r o t e i n  

( c A M P - P r K I )  was  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  W a l s h  e t  a l . ,  ( 1 9 7 1 )



F i g  3 . 3 4  : E f f e c t  o f  I n c u b a t i o n  Time o n  A c t i v i t i e s  o f

CKI a n d  C K I I .

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  CKI a n d  

CKII  a t  t wo  c o n c e n t r a t i o n s  o f  ATP w i t h  c a s e i n  a s  s u b s t r a t e

( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) .

lOOpM ATP □—    □

10/iM ATP O------------ O

a . CKI

b .  CKII
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2 0 0

rH
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1 2  3 5 1 0 20 3 0

Time (m inutes)
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b.

3 0 0

100

1 2 3 5 1 0 2 0 3 0

Time (m inutes)



F i g  3 . 3 5  : L i n e w e a v e r - B - u r k e  P l o t s  o f  CKI a n d  CKII  u s i n g

C a s e i n  a n d  ATP

The i n i t i a l  v e l o c i t i e s  o f  r e a c t i o n  w e r e  o b t a i n e d  a t  a 

v a r i e t y  o f  ATP c o n c e n t r a t i o n s .  The r e c i p r o c a l s  o f  t h e  

v e l o c i t i e s  ( p m o l e s / m i n u t e / / i g  e n z y m e )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  

t h e  r e c i p r o c a l s  o f  ATP c o n c e n t r a t i o n s .

a .  CKI A p p a r e n t  = 1 4 . 0 ^ M

b . CKII  A p p a r e n t  = 9.0/ iM
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T a b l e  3 . 3  : E f f e c t  o f  C y c l i c  AMP on R e s o l v e d  P r o t e i n

K i n a s e  A c t i v i t i e s

Enzyme
12 P I n c o r p o r a t e d ( p m o l e s / m i n / ^ g  e n z y m e )

+ cAMP -cAMP

CKI 2 . 4 2 , 4

OKU 1 2 , 6 1 2 . 6

HK 0 . 2 0 . 2

P r o t e i n  k i n a s e  

HK i n  t h e  p r e s e n c e  

C a s e i n  a n d  ATP w e r e

a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  f o r  CKI ,  CKII  a n d  

o r  a b s e n c e  o f  10/im cAMP ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) .  

s u b s t r a t e s  f o r  CKI a n d  C K I I ,  H i s t o n e

a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  HK.
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a s  d e s c r i b e d  i n  2 , 3 . 1 4  a n d  i t s  e f f e c t  on  CKI ,  CKII  a n d  HK 

was  e x a m i n e d .  Two known c y c l i c  A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  

k i n a s e s  (PKI  a n d  P K I I  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  p r o t e i n  k i n a s e s  

o f  R e i m a n n  ejb aJ_. , ( 1 9 7 1 ) ,  s e e  2 . 3 . 1 3 )  w e r e  i n c l u d e d  a s  

c o n t r o l s  i n  t h e  same e x p e r i m e n t .  As s e e n  f r o m  T a b l e  3 . 4  

n e i t h e r  CKI ,  CKII  o r  HK w e r e  i n h i b i t e d  by  t h i s  i n h i b i t o r  

p r o t e i n  w h e r e a s  t h e  a c t i v i t i e s  o f  PKI a n d  P K I I  w e r e  r e d u c e d  

by  84% a n d  83% r e s p e c t i v e l y ,

3 . 6 . 8  E f f e c t  o f  C a l m o d u l i n  on P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y

The  e f f e c t  o f  c a l m o d u l i n  ( C h e u n g ,  1 9 7 0 )  on  CKI ,  CKII  a n d  

HK was  t e s t e d .  N e i t h e r  CKI n o r  CKII  a p p e a r e d  t o  be  s i g n i f i c a n t l y  

e f f e c t e d  by  t h e  p r e s e n c e  o f  c a l m o d u l i n  a t  e i t h e r  3 o r  50jLtg/ml 

( T a b l e  3 . 5 ) .  HK a c t i v i t y  h o w e v e r  s h o w e d  s t i m u l a t i o n  o f  

a p p r o x i m a t e l y  f o u r - f o l d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  50 | ug /ml  c a l m o d u l i n .

3 . 6 . 9  E f f e c t  o f  C a s e i n  K i n a s e  I n h i b i t o r  P r o t e i n  ' CKCI '  on  

P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y

I n h i b i t o r  p r o t e i n ,  ' C K G I ' ,  ( J o b  a l ^ . , 1 9 7 9 )  was  e x a m i n e d

f o r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  CKI ,  C K I I ,  a n d  HK. T h i s  i n h i b i t o r  

p r o t e i n ,  d e s c r i b e d  by J o b  £ t _ ^ . ,  ( 1 9 7 9 ) ,  s e l e c t i v e l y  i n h i b i t e d  

c a s e i n  k i n a s e s  s i m i l a r  t o  C K I I ,  i . e .  k i n a s e s  t h a t  u s e  e i t h e r  

ATP o r  GTP.  The s a m p l e  o f  ' CKGI ' o b t a i n e d  ( 2 . 1 . 1 )  was  s t a t e d  

t o  h a v e  a n  a c t i v i t y  s u c h  t h a t  a 1 : 3 0 0  d i l u t i o n  o f  t h i s  m a t e r i a l  

w o u l d  g i v e  50% i n h i b i t i o n  o f  s u s c e p t i b l e  c a s e i n  k i n a s e  f r o m  

b o v i n e  a d r e n a l  c o r t e x .  A r a n g e  o f  d i l u t i o n s  o f  t h i s  m a t e r i a l  

was  t e s t e d  w i t h  CKI ,  C K I I ,  a n d  HK. I n h i b i t i o n  o f  a p p r o x ­

i m a t e l y  29% was  o b s e r v e d  w i t h  CKII  b u t  CKI a n d  HK w e r e  

u n e f f e c t e d  ( T a b l e  3 . 6 ) .
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T a b l e  3 . 4  : E f f e c t  o f  cAMF-Dependent  P r o t e i n  K i n a s e

I n h i b i t o r  P r o t e i n  on P r o t e i n  K i n a s e s .

Enzyme

^ ^ P - I n c o r p o r a t e d  ( p mol e s /mi n / j L t g e n z y m e )

I n h i b i t o r  P r o t e i n  
( | i g / a s s a y )

0 16 1 60

CKI 2 . 4  ( 1 0 0 ) 2 . 4  ( 1 0 0 ) 2 . 6  ( 1 0 0 )

CKII 1 2 , 6  ( 1 0 0 ) 1 2 . 6  ( 1 0 0 ) 1 2 . 7  ( 1 0 1 )

HK 0 . 2  ( 1 0 0 ) 0 . 2  ( 1 0 0 ) O.'à ( 1 0 0 )

PKI 1 , 2  ( 1 0 0 ) N.D. 0 . 1 9 ( 1 6 )

P K I I 1 . 7 4 ( 1 0 0 ) N.D. 0 . 2 9 ( 1 7 )

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d

( 2 . 3 , 1 5 . 1 ) .  C a s e i n  a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  CKI a n d  

C K I I .  H i s t o n e  a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  HK, PKI a n d  PK I I  

F i g u r e s  i n  p a r e n t h e s i s  a r e  t h e  p e r c e n t a g e s  o f  a c t i v i t y  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  i n h i b i t o r .
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T a b l e  3 . 5  : E f f e c t  o f  C a l m o d u l i n  on R e s o l v e d  P r o t e i n

K i n a s e s

Enzyme

^^P  I n c o r p o r a t e d  ( p m o l e s / m i n / ^ g  e n z y m e )

EGTA C aC l^  C a l m o d u l i n / C a C l ^  C a l m o d u l i n / C a C l ^
( ImM) (O. lmM) ( 5 /Xg/ml ) / (  0 .  ImM) ( 5 0 p g / m l ) / ( 0 . 1 m M )

CKI

CKII

HK

2 . 8 9 ( 1 0 0 )  2 . 8 1 ( 9 8 )

1 5 . 6  ( 1 0 0 ) 1 3 . 9  ( 9 0 )  

0 . 1 7 ( 1 0 0 )  0 . 2 0 ( 1 1 6 )

2 . 9 2  ( 1 0 1 )  

1 4 . 7  ( 9 4 )

0 . 3 0  ( 1 7 8 )

2 . 9 2  ( 1 0 1 )

1 2 . 2  ( 7 8 )

0 . 6 6  ( 3 9 5 )

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n

( 2 . 3 . 1 5 . 1 )  w i t h  t h e  a d d i t i o n s  s hown i n  t h e  t a b l e .  C a s e i n  

a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  CKI a n d  C K I I .  H i s t o n e  a n d  ATP 

w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  HK. F i g u r e s  i n  p a r e n t h e s i s  r e p r e s e n t  

t h e  p e r c e n t a g e s  o f  a c t i v i t y  f o u n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ImM 

EGTA.
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T a b l e  3 . 6  : E f f e c t  o f  I n h i b i t o r  P r o t e i n  ^CKGI' on

R e s o l v e d  P r o t e i n  K i n a s e s

Enzyme

P I n c o r p o r a t e d  ( p m o l e s / m i n / ^ g  e nzy me )

'CKGI '
( D i l u t i o n  o f  S t a n d a r d  M a t e r i a l  

c . f . 3 . 6 . 9 )
No 'CKGI '

1 : 3 0 0 1 : 1 0 0  1 : 5 0

OKI 2 . 5  ( 1 0 5 ) 2 . 4 5  ( 1 0 2 )  2 . 8  ( 1 1 6 ) 2 . 4  ( 1 0 0 )

OKU 1 2 . 2  ( 9 6 ) 1 0 . 2  ( 8 1 )  8 . 9  ( 7 0 ) 12". 6 ( 1 0 0 )

HK 0 . 1 8  ( 9 0 ) 0 . 2 2  ( 1 0 8 )  0 . 2 2  ( 1 0 8 ) 0 . 2 0 ( 1 0 0 )

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n

( 2 , 3 . 1 5 . 1 )  wi t h ,  a d d i t i o n  o f  ' CKGI’ a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  

t a b l e .  C a s e i n  a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  OKI a n d  O K U .  

H i s t o n e  a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  HK. F i g u r e s  i n  

p a r e n t h e s i s  r e p r e s e n t  p e r c e n t a g e s  o f  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s  

p e r f o r m e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  ' CKGI ' .



1 60

3 . 6 . 1 0  E f f e c t  o f  H e p a r i n  on  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y

H e p a r i n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  s e l e c t i v e l y  i n h i b i t  

p r o t e i n  k i n a s e s  s i m i l a r  t o  CKII  ( H a t h a w a y ,  L u b b e n  a n d  T r a u g h ,  

1 9 8 0 ) .  P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  o f  OKI a n d  CKII  w i t h  c a s e i n  

a n d  ATP,  a n d  HK w i t h  h i s t o n e  a n d  ATP,  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  h e p a r i n  ( T a b l e  3 . 7 ) .  . CKI s h o w e d  a 60% 

i n h i b i t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h e p a r i n  a t  40 u n i t s / m l ,  a n d  

80% i n h i b i t i o n  w i t h  400  u n i t s / m l  o f  h e p a r i n .  CKII  s h o w e d  

93% i n h i b i t i o n  a t  40 u n i t s / m l  a n d  94 .5% a t  4 0 0  u n i t s / m l .  

C o n v e r s e l y  HK a p p e a r e d  t o  be  s t i m u l a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  

h e p a r i n  s h o w i n g  a maximum o f  5 - f o l d  s t i m u l a t i o n  w i t h  40 u n i t s / m l ,

3 . 6 . 1 1  S e l f  " P h o s p h o r y l a t i o n  o f  P r o t e i n  K i n a s e s  •'

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( e . g .  H a t h a w a y  a n d  T r a u g h ,  1 97 9 )  

t h a t  v a r i o u s  p r o t e i n  k i n a s e s ,  i n c l u d i n g  c A M P - i n d e p e n d e n t  

c a s e i n  k i n a s e s ,  c o u l d  p h o s p h o r y l a t e  t h e m s e l v e s .  To i n v e s t ­

i g a t e  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  s a m p l e s  o f  t h e  t h r e e  a s c i t e s  p r o t e i n  

k i n a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  s t a n d a r d  p h o s p h o r y l a t i o n  

m i x t u r e  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP,  b u t  i n  t h e

a b s e n c e  o f  e x o g e n o u s  p r o t e i n  s u b s t r a t e s .  A f t e r  t h e  r e a c t i o n  

was  t e r m i n a t e d ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  o n e - d i m e n s i o n a l  

SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  ( 2 . 3 . 1 7 )  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  p e r f o r m e d  

( F i g  3 . 3 6 ) .  On t h e  s t a i n e d  g e l  b a n d s  c a n  o n l y  be  s e e n  i n  

t r a c k s  3 a n d  6 c o r r e s p o n d i n g  t o  HK a t  60jug a n d  1 2 # g .

N e i t h e r  CKI ,  n o r  CKII  h a d  a n y  s t a i n e d  m a t e r i a l .  The a u t o ­

r a d i o g r a p h  o f  t h i s  g e l  s ho ws  o n l y  a f a i n t  b l a c k e n i n g  a t  t h e  

t o p  o f  t r a c k  3 ,  b u t  i t  i s  n o t  c l e a r  w h i c h  b a n d s  a r e  p h o s p h o r y -  

l a t e d .  T h i s  e x p e r i m e n t  d o e s  n o t  show s e l f - p h o s p h o r y l a t i o n  o f
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Tab l e  3 . 7  : E f f e c t  o f  H e p a r i n  on P u r i f i e d  P r o t e i n  K i nase

P I n c o r p o r a t e d  ( p m o l e s / m i n / p g e n z y m e )

Enzyme H e p a r i n  ( u n i t s / a s s a y )

0 10 40 1 0 0

CKI 2 . 4 ( 1 0 0 ) 0 . 9 6  ( 4 0 )  0 . 5 1 ( 2 1 ) 0 . 3 2 ( 1 3 )

CKII 1 2 . 4 ( 1 0 0 ) 0 . 9  ( 7 )  0 . 7 8 ( 6 ) 0 . 6 8 ( 6 )

HK 0 . 2 ( 1 0 0 ) 1 . 0  ( 5 0 0 )  0 . 6 4 ( 320 ) 0 . 6 6 ( 330 )

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n

( 2 . 3 . 1 5 . 1 )  w i t h  a d d i t i o n  o f  h e p a r i n  a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  

t a b l e .  C a s e i n  a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  CKI a n d  C K I I .  

H i s t o n e  a n d  ATP w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  HK. F i g u r e s  i n  

p a r e n t h e s i s  r e p r e s e n t  p e r c e n t a g e s  o f  t h e  a c t i v i t y  f o u n d  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  h e p a r i n .



Fi g  3 .36  : S e l f - I n c o r p o r a t i o n  o f  P h o s p h a t e  by P u r i f i e d

A s c i t e s  P r o t e i n  K i n a s e s

F r a c t i o n s  o f  P r o t e i n  k i n a s e s  CKI ,  CKI I  a n d  HK w e r e  

i n c u b a t e d  i n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  d e s c r i b e d ,  

( 2 . 3 . 1 5 ) ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  o t h e r  p r o t e i n  s u b s t r a t e s .  

The enzyme  f r a c t i o n s  w e r e  i m m e d i a t e l y  r e s o l v e d  by  o n e ­

d i m e n s i o n a l  SDS s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 , 3 . 1 7 )  a n d  

s u b j e c t e d  t o  a u t o r a d i o g r a p h y  on t e r m i n a t i o n  o f  t h e  

r e a c t i o n s ,

A,  S t a i n

B,  A u t o r a d i o g r a p h

a c k S a m p l e

1 CKI ( 10*lg)

2 CKII ( 3 . 5 p g )

3 HK ( 60 / i g )

4 CKI (2*ig)

5 CKII i 0 . 7 i i g )

6 HK ( I 2 p g )



Ik  A

1 2  3 4 5 6: 1 3 4 5 6 (xlO-3)

à

1



o f  t h e  a s c i t e s  k i n a s e s ,  b u t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n s u f f i c i e n t  

q u a n t i t i e s  o f  t h e  e nzyme  p r o t e i n  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  p r e p a r ­

a t i o n s  u s e d .
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3 . 7  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t y  i n  A s c i t e s  C e l l s  I n c u b a t e d

i n  t h e  P r e s e n c e  o f  G l u c o s e

As d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( 3 . 1 . 2 ) ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  

w h i c h  i n t a c t  a s c i t e s  c e l l s  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  g l u c o s e  

i n  v i t r o , t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  p a t t e r n  o f  t h e  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  b e c o m e s  a l t e r e d .  I t  was  o f  i n t e r e s t  t o  e x a m i n e  

t h e  p r o t e i n  k i n a s e s  i n  c y t o s o l  f r o m  c e l l s  i n c u b a t e d  u n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s  t o  s e e  i f  a n y  a l t e r a t i o n s  c o u l d  be  d e t e c t e d .

3 . 7 . 1  D E A E - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  ' 8 - 1 5 0 '  F r a c t i o n

The ’ S - 1 5 0 '  f r a c t i o n  f r o m  a s c i t e s  c e l l s  i n c u b a t e d  f o r  

t h r e e  h o u r s  i n  med i um c o n t a i n i n g  g l u c o s e  was  r e s o l v e d  on  

D E A E - c e l l u l o s e  a s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 0 ) ,  The e l u t i o n  p r o f i l e  

o f  t h e  c a s e i n  a n d  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t i e s  a p p e a r e d  s i m i l a r  

t o  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  n o r m a l  a s c i t e s  c e l l s  ( F i g  3 . 3 7 ) .

3 . 7 . 2  P h o s p h o c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y

The f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  a c t i v e  p r o t e i n  k i n a s e  f r o m  

D E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( 3 4  t o  57)  w e r e  p o o l e d ,  

c o n c e n t r a t e d  ( 2 . 3 . 1 1 ) ,  e q u i l i b r a t e d ,  a n d  r e - c h r o m a t o g r a p h e d  

on  p h o s p h o c e l l u l o s e  ( 2 . 3 . 1 2 ) .  P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  u s i n g  

c a s e i n  a n d  ATP,  h i s t o n e  a n d  ATP,  a n d  c a s e i n  a n d  GTP w e r e  

p e r f o r m e d  ( F i g  3 . 3 8 ) .  As b e f o r e  w i t h  n o r m a l  a s c i t e s  f r a c t i o n s ,  

c a s e i n  k i n a s e  r e s o l v e d  i n t o  two  p e a k s  o f  a c t i v i t y ;  t h e  f i r s t  

( e l u t i n g  a t  0 . 4 2  - 0 . 55 M Na Cl )  u s e d  o n l y  ATP a n d  t h e  s e c o n d  

( e l u t i n g  a t  0 . 6 1  - 0 . 73 M NaCi )  u s e d  e i t h e r  ATP o r  GTP.

H o w e v e r ,  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  b e h a v i o u r  o f  h i s t o n e  k i n a s e  

a c t i v i t y  h a d  b e co me  a l t e r e d .  A l t h o u g h  t h e r e  was  h i s t o n e



F i g  3 . 3 7  : D E A E - C e l l u l o s e  Ch r om a t o g r a ph y  o f  ' S - 1 5 0 '

F r a c t i o n  f r o m  A s c i t e s  C e l l s  I n c u b a t e d  i n  

Medium C o n t a i n i n g  G l u c o s e

A p p r o x i m a t e l y  320mg o f  ' 8 - 1 5 0 '  f r a c t i o n  ( 2 , 3 . 6 )  f r o m  

a s c i t e s  c e l l s  i n c u b a t e d  f o r  t h r e e  h o u r s  i n  me d i u m c o n t a i n i n g  

g l u c o s e  ( 2 . 3 . 3  ) was  c h r o m a t o g r a p h e d  on  D E A E - c e l l u l o s e

( 2 . 3 . 1 0 )  a n d  a s s a y e d  f o r  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 )  

w i t h ,

c a s e i n  a n d  ATP O  

h i s t o n e  a n d  ATP

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  

by  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  nm ----------------

C o n c e n t r a t i o n  o f  KCl
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F i g  3 . 3 B ; P h o s p h o c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  P r o t e i n  

K i n a s e  A c t i v i t y  f r o m  A s c i t e s  Ce 11s  I n c ' u ' b a t e d  

i n  Medium C o n t a i n i n g  G l u c o s e

P o o l e d  f r a c t i o n s  ( 3 0  - 56 ,  F i g  3 . 3 7 )  c o n t a i n i n g  

a p p r o x i m a t e l y  51mg o f  p r o t e i n  w e r e  c o n c e n t r a t e d  ( 2 . 3 . 1 1 ) ,  

e q u i l i b r a t e d ,  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  on  p h o s p h o c e l l u l o s e  

( 2 . 3 . 1 2 ) .  P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 )

w i t h .

C a s e i n  a n d  ATP O-

C a s e i n  a n d  GTP # ------------- #.

h i s t o n e  a n d  ATP O--------------□

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  by  

a b s o r b a n c e  a t  280nm -----------------

C o n c e n t r a t i o n  o f  NaCl
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k i n a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  ' f l o w - t h r o u g h ' ,  a s  f o u n d  b e f o r e ,  

t h e r e  was  a l s o  a d i s t i n c t  p e a k  o f  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  

w h i c h  e l u t e d  w i t h  C K I I ,  H o w e v e r ,  u n l i k e  HK, CKI a n d  C K I I ,  

t h i s  new h i s t o n e  k i n a s e  ( w h i c h  was  s t o r e d  a t  - 2 0  C) was  

e x t r e m e l y  l a b i l e  t o  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g .  A f t e r  6 d a y s  

a t  - 2 0 ° C  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  s e c o n d  h i s t o n e  k i n a s e  h a d  b e e n  

c o m p l e t e l y  a b o l i s h e d .  I t  r e m a i n s  t o  be  s e e n  w h e t h e r  t h e  

new h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  c a n  p h o s p h o r y l a t e  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s ,  o r  w h e t h e r  t h e r e  h a v e  b e e n  a n y  c h a n g e s  i n  t h e  a b i l i t y  

o f  t h e  o t h e r  p r o t e i n  k i n a s e s  t o  p h o s p h o r y l a t e  r i b o s o m a l  p r o t e i n s
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3 . 8  The E f f e c t  o f  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  on t h e

R i b o s o m a l  P r o t e i n  K i n a s e  A c t i v i t i e s  o f  BHK C e l l s

I t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  by  K e n n e d y ,  S t e v e l y  a n d  L e a d e r  

( 1 9 8 1 )  t h a t  i n f e c t i o n  o f  BHK c e l l s  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

c a n  a l t e r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  v i v o . 

The p h o s p h o r y l a t i o n  s t a t e  o f  p r o t e i n  86 was  g r e a t l y  i n c r e a s e d  

a f t e r  v i r u s  i n f e c t i o n  a n d  a p r o t e i n  ( 8 1 6  o r  8 1 8 )  n o t  n o r m a l l y  

p h o s p h o r y l a t e d  i n  BHK c e l l s  b e ca me  p h o s p h o r y l a t e d .  T h i s  

s u g g e s t e d  t h a t  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  m i g h t  i n f l u e n c e  

t h e  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  p r e s e n t  i n  BHK c e l l s .  To 

e x a m i n e  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  i n  BHK 

c e l l s  i n f e c t e d  by  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a n d  i n  u n i n f e c t e d  BHK 

c e l l s  w e r e  c o m p a r e d .

3 . 8 . 1  D E A E - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  BHK C e l l  ' 8 - 1 5 0 '  

F r a c t i o n  -

U n i n f e c t e d  BHK c e l l s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  t o  g i v e  a n  ' 8 - 1 5 0 '  

f r a c t i o n  ( 2 . 3 . 6 ) ,  a n d  t h i s  was  r e s o l v e d  on D E A E - c e l l u l o s e .  

P r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  w i t h  c a s e i n  a n d  h i s t o n e  w e r e  p e r f o r m e d  

u s i n g  ATP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r .  C a s e i n  k i n a s e  e l u t e d  b e t w e e n  

0 . 0 6 5  -  0 . 2 2 5 M  KCl a s  a b r o a d  p e a k  w h e r e a s  h i s t o n e  k i n a s e  

e l u t e d  i n i t i a l l y  a s  a s h a r p  p e a k  a t  0 , 0 0 6  - 0 . 0 2 6M  KCl 

f o l l o w e d  b y  a b r o a d  p e a k  o f  l o w e r  a c t i v i t y  e l u t i n g  b e t w e e n  

0 . 1 0 5  - 0 . 2 2 5 M  K C l ,  ( F i g  3 . 3 9 ) .  A s i m i l a r  e x p e r i m e n t  was  

p e r f o r m e d  w i t h  ' 8 - 1 5 0 '  f r a c t i o n  f r o m  BHK c e l l s  i n f e c t e d  f o r  

6 h o u r s  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  ( 2 , 3 . 4 ) .  A g a i n  t h e  c a s e i n  

k i n a s e  a c t i v i t y  e l u t e d  b e t w e e n  0 , 0 7 5  - O . 2 4 OM KCl ( F i g  3 . 4 0 ) .



F i g  3 . 3 9  : D E A E - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  8 - 1 5 0  F r a c t i o n

f r o m  U n i n f e c t e d  BHK C e l l s

A p p r o x i m a t e l y  8mg o f  ' 8 - 1 5 0 '  f r a c t i o n  was  c h r o m a t o g r a p h e d  

on  D E A E - c e l l u l o s e  ( 2 . 3 . 1 0 )  a n d  a s s a y e d  f o r  p r o t e i n  k i n a s e  

a c t i v i t y  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) ,  w i t h

c a s e i n  a n d  ATP o

h i s t o n e  a n d  ATP O—— O

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  by  

a b s o r b a n c e  a t  280nm ---------------- -

C o n c e n t r a t i o n  o f  KCl ---------------
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F i g  3 , 4 0  : D E A E - C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  8 - 1 5 0  F r a c t i o n

f r o m  BHK C e l l s  I n f e c t e d  w i t h  P s e u d o r a b i e s  V i r u s

A p p r o x i m a t e l y  20mg o f  ' S - 1 5 0 ’ f r a c t i o n  was  c h r o m a t o g r a p h e d  

on D E A E - c e l l u l o s e  ( 2 . 3 . 1 0 )  a n d  a s s a y e d  f o r  p r o t e i n  k i n a s e  

a c t i v i t y  ( 2 . 3 . 1 5 . 1 ) ,  w i t h ,

c a s e i n  a n d  ATP O—  —------ O

h i s t o n e  a n d  ATP O— — 0

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  m o n i t o r e d  hy  

a b s o r b a n c e  a t  200nm---- ---------------- -

C o n c e n t r a t i o n  o f  KCl



169

10

0 5
7-5

280

02

20 4 0

Fraction Number
6 0 8 0



170

The h i s t o n e  k i n a s e  e l u t e d  a s  a s h a r p  p e a k  a t  0 , 0 1 5  - 0 . 05 0M 

KCl f o l l o w e d  h y  a b r o a d  p e a k  o f  a c t i v i t y  a s  b e f o r e .  H o w e v e r ,  

t h e r e  was  a  new p e a k  o f  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  e l u t i n g  a t  

0 . 2 4 0  -  0 . 2 7 5 M  K Cl ,  f r o m  i n f e c t e d  BHK c e l l s .  The  a c t u a l
32

a m o u n t  o f  P i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  p r o t e i n  k i n a s e  a s s a y s  was  

g r e a t e r  f o r  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  i n f e c t e d  

c e l l s  t h a n  f o r  t h e  f r a c t i o n  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s .  T h i s  

h o w e v e r  i s  d ue  t o  more  ' 8 - 1 5 0 '  p r o t e i n  f r a c t i o n  f r o m  i n f e c t e d  

c e l l s  b e i n g  a p p l i e d  t o  t h e  D E A E - c e l l u l o s e  c o l u m n  ( T he  a s s a y s  

s h o w e d  l i n e a r  i n c o r p o r a t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  p r o t e i n  c o n c e n ­

t r a t i o n )  .

3 , 8 . 2  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  b y  E x o g e n o u s  

P r o t e i n  K i n a s e s  f r o m  BHK C e l l s

The  a b i l i t y , o f  t h e s e  D E A E - c e l l u l o s e  f r a c t i o n s  t o  

p h o s p h o r y l a t e  t h e  p r o t e i n s  o f  i n t a c t  4 OS a s c i t e s  r i b o s o m a l  

s u b u n i t s  was  d e t e r m i n e d .  U s i n g  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  ( 2 . 3 . 1 5 , 2 )  

t h e  s u b u n i t  p r o t e i n  was  p h o s p h o r y l a t e d ,  a n d  t h e n  a n a l y s e d  by  

i m m e d i a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  on  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l s .  A 

p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 1 , 0 0 0  was  p h o s p h o r y ­

l a t e d  by a l l  t h e  f r a c t i o n s  t e s t e d  f r o m  u n i n f e c t e d  BHK c e l l s  

( F i g  3 . 4 1  ) .  O t h e r  4 OS r i b o s o m a l  s u b u n i t  p r o t e i n s  w e r e  

n o t  p h o s p h o r y l a t e d .

F r a c t i o n s  f r o m  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

a l s o  p h o s p h o r y l a t e d  a p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 1 , 0 0 0  

( F i g  3 . 4 2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  a new p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n  was  

o b s e r v e d  w h e n  t h e  f r a c t i o n s  w h i c h  h a d  s hown  t h e  new h i s t o n e  

k i n a s e  a c t i v i t y  w e r e  u s e d .  T h i s  p r o t e i n  h a d  a m o l e c u l a r



F i g  3 . 4 1  : P h o s p h o r y l a t i o n  o f  4 08 R i b o s o m a l  S u b u n i t s  by

D E A E - C e l l u l o s e  F r a c t i o n s  f r o m  U n i n f e c t e d  BHK 

C e l l s .

T r a c k 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

DEAE-
C e l l u l o s e 28 32 36 4 0 44 46 48 50 54 58 6 0 62
F r a c t i o n  
Number 
( F i g  3 . 5 9 )

S u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  a s  d e s c r i b e d  ( 2 , 3 . 1 5 . 1 ) ,  a n d  

a n a l y s e d  by  o n e - d i m e n s i o n s  1 SDS s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

( 2 , 3 . 1 7 ) .  P h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  a p p r o x ­

i m a t e l y  5 u n i t s  o f  4 0 s  s u b u n i t s  a n d  v a r i o u s  D E A E - c e l l u l o s e

f r a c t i o n s .

M a j o r  P h o s p h o p r o t e i n s  
( A p p r o x i m a t e  M o l e c u l a r  W e i g h t )

3 1 , 0 0 0

T r a c k  Number

1 - 1 2

A. S t a i n e d  P r o t e i n

B.  A u t o r a d i o g r a p h



I l l

1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 11 12 <*10 )
-2 0 0

-  143



F i g  3.4-2 : P h o s p h o r y l a t i o n  o f  408 R i b o s o m a l  S u b u n i t s  by

D E A E - C e l l u l o s e  F r a c t i o n s  f r o m  BHK C e l l s  

I n f e c t e d  by P s e u d o r a b i e s  V i r u s .

T r a c k 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

DEAE-
C e l l u l o s e 32 36 40 44 48 52 56 58 62 66 70 32 44 56 66
F r a c t i o n  
Number  
( F i g 3 . 4 0  ) - ŝ +s + S + S +S +S + S + S +S +S +S -S -S -S -S

S -  S u b s t r a t e  i . e .  4 OS s u b u n i t s

S u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  a s  d e s c r i b e d  ( 2 , 3 . 1 5 . 2 ) ,  a n d  

a n a l y s e d  by  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 2 . 3 . 1 7 )

M a j o r  P h o s p h o p r o t e i n s  
( A p p r o x i m a t e  M o l e c u l a r  W e i g h t )

1 4 , 0 0 0  

1 6 , 0 0 0

2 2 , 0 0 0

3 1 , 0 0 0

4 8 ,0 00

T r a c k  Number

11
11
11
11
1 1

A. S t a i n e d  P r o t e i n

B . A u t o r a d i o g r a p h
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w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 2 , 0 0 0 ,  Two p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s  

o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  1 6 , 0 0 0  a n d  1 4 , 0 0 0  w e r e  a l s o  o b s e r v e d  

w i t h  m o s t  o f  t h e  k i n a s e  f r a c t i o n s  t e s t e d .  A r e l a t i v e l y  s t r o n g  

b a n d  was  a l s o  s e e n  a t  4 8 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  b u t  i s  u n l i k e l y  

t o  be  a r i b o s o m a l  p r o t e i n .  Some o t h e r  m i n o r  p h o s p h o p r o t e i n s  

w e r e  a l s o  o b s e r v e d .

The m o s t  s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  i n f e c t e d  a n d  

u n i n f e c t e d  c o n d i t i o n s  was  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a p h o s p h o r y l a t e d  

p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  2 2 , 0 0 0  wh en  p a r t i c u l a r  f r a c t i o n s  

o f  p r o t e i n  k i n a s e  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  w er e  u s e d  t o  p h o s p h o r y ­

l a t e  4 OS s u b u n i t s .



4 .  DISCUSSION
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4 . 1  C o m p a r i s o n  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  K i n a s e s  f r o m  K r e b s  I I  

A s c i t e s  C e l l s  w i t h  t h o s e  f r o m  O t h e r  T i s s u e s

The p r o t e i n  k i n a s e s  r e s o l v e d  by p h o s p h o c e l l u l o s e  c h r o m a t ­

o g r a p h y  i n  t h i s  s t u d y  a r e  c o m p a r e d  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  by  o t h e r  

w o r k e r s  i n  T a b l e  4 . 1 .  A l l  o f  t h e  a u t h o r s  i n c l u d e d  i n  T a b l e  4 . 1  

d e s c r i b e d  t h e  p r e s e n c e  o f  one  ' c a s e i n  AG' k i n a s e  w h i c h  c a n  u s e  

e i t h e r  ATP o r  GTP ( C K I I  : H a t h a w a y  a n d  T r a u g h ,  1 9 7 9 ;  I I I  : 

S c h m i t t ,  Kempf  a n d  Q u i r i n - S t r i c k e r , 1 9 7 7 ;  K3 : K u d l i c k i ,  

G r a n k o w s k i ,  a n d  G a s i o r ,  1 9 7 8 ;  I I I  : B e c k e r - U r s i c  a n d  D a v i e s ,

1 9 7 6 ;  CKII  : p r e s e n t  s t u d y ) . S i m i l a r l y  e a c h  d e s c r i b e d  a t  

l e a s t  one  o t h e r  c a s e i n  k i n a s e  w h i c h  c a n  o n l y  u s e  ATP a s  p h o s p h o r y ]  

d o n o r  ( c a s e i n  A k i n a s e )  a n d  a l s o  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t i e s .

The m o s t  i n t e r e s t i n g  f e a t u r e  o f  a s c i t e s  p r o t e i n  k i n a s e  CKII  

d e s c r i b e d  h e r e  i s  t h a t  i t  i s  h i g h l y  s p e c i f i c  f o r  t h e  60S s u b u n i t  

p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i n g  no o t h e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( F i g  3 . 2 1 )

The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  o t h e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  40S a n d  60S 

s u b u n i t s  by  b o t h  a s c i t e s  ( F i g s  3 . 1 6  a n d  3 . 2 3 )  a n d  n o n - a s c i t e s  

( F i g  3 . 2 9 )  p r o t e i n  k i n a s e s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  

CKII  f o r  c a n n o t  be due  t o  a l a c k  o f  p o t e n t i a l  p h o s p h o r y l a t i o n  

s i t e s  on  o t h e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  a l s o  

shown  t h a t  a c a s e i n  AG p r o t e i n  k i n a s e  c a n  p h o s p h o r y l a t e  a n  

a c i d i c  60S s u b u n i t  p r o t e i n  i n  o t h e r  c e l l  t y p e s  ( y e a s t ;  K u d l i c k i ,  

G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r ,  1 9 7 6 ;  HeLa c e l l s  : H o r a k  a n d  S c h i f f m a n ,

1 9 7 7  : r a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  : I s s i n g e r ,  1 9 7 7 ) .  I t  s e e ms  l i k e l y  

t h e n  t h a t  CKII  w i l l  p h o s p h o r y l a t e  i n  i n t a c t  a s c i t e s  c e l l s .  

H owev er  w h e t h e r  CKII  i s  t h e  s o l e  enzyme r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  Ly i a  v i v o  i s  l e s s  c l e a r ,  s i n c e  CKI c a n  a l s o  

p h o s p h o r y l a t e  L y .  The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  b y  CKI i s  l e s s  

e x t e n s i v e  t h a n  w i t h  CKII  a n d  CKI a l s o  p h o s p h o r y l a t e s  o t h e r  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( S 6 ,  S 7 ,  Sa a n d  S b ) ,

A s c i t e s  CKI I  ( F i g  3 . 2 7 )  a n d  s i m i l a r  p r o t e i n  k i n a s e s  f r o m



175

T a b l e  4 . 1 A C o m p a r i s o n  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n  K i n a s e s

D e s i g n a t i o n * S t i m u l a t e d  

by cAMP

P r o t e i n  S u b s t r a t e s P h o s p h o r y l Donor

C a s e i n H i s t o n e R i b o s o me  1 ATP GTP

HK
1 OKI - + - + + -

OKI! - ■ +

I
2 I I - + + - + -

I I I - - l ow

K1 _ + +
3 K2 MD + ND MD + ND

K3 + +

I + + + +
4 I I + + + +■ + ND

I I I -

HK _ + * + _

5 OKI - + - + + -

CKII - +

1 = R a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  ; Ha t h a wa y  and T r a u g h  ( 1 9 7 9 ) ,  2 = P l a s ma c y t o m a  c e l l s ;  S c h m i t t ,  Kempf and  

■ ^ u l r i n - S t r i e k e r  ( 1 9 7 7 ) ,  3 = Y e a s t  ; K u d l i c k i ,  G r an k o ws k i  and G a s i o r  ( 1 9 7 3 ) ,  4 = Y e a s t  ; B e c k e r -  

U r s i c  and D a v i e s  ( 1 9 7 6 ) ,  5 = K r e b s  I I  a s c i t e s  c e l l s ;  P r e s e n t  S t u d y .

N. D,  = n o t  d e t e r m i n e d .
* P r o t e i n  k i n a s e s  a r e  p r e s e n t e d  i n  o r d e r  o f  e l u t i o n  f r o m  D E A E - c e l l u l o s e  o r  p h o s p h o c e l l u l o s e ,
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o t h e r  t i s s u e s  u s e  GTP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r .  I f  t h e  t e r m i n a l  

p h o s p h a t e  o f  Jy - P] GTP w e r e  t o  u n d e r g o  a n u c l e o s i d e  e x c h a n g e  

r e a c t i o n  w i t h  ATP t h e r e b y  p r o d u c i n g  [y " '^^P t o  be  u s e d  a s

p h o s p h o r y l  d o n o r  a s  s u g g e s t e d  by Kuo ( 1 9 7 4 )  t h e n  s u c h  n u c l e o s i d e  

p h o s p h o t r a n s f e r a s e s  w o u l d  h a v e  t o  be t i g h t l y  c o u p l e d  t o  t h e  

c a s e i n  k i n a s e .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  CKII  was  r e s o l v e d  f r o m  

OKI ( w h i c h  w o u l d  a l s o  u s e  a n y  [ y  - ^^p] ATP p r o d u c e d  by  n u c l e o ­

s i d e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e s )  a n d  p u r i f i e d  a p p r o x i m a t e l y  27, f o l d .  

C a s e i n  AG k i n a s e s  s i m i l a r  t o  a s c i t e s  CKII  h a v e  b e e n  more  h i g h l y  

p u r i f i e d  ( e . g .  y e a s t  K3 p u r i f i e d  1 6 6 0 - f o l d :  K u d l i c k i , G r a n k o w s k i  

a n d  G a s i o r ,  1 9 7 6 ;  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  CKII  p u r i f i e d  3 6 0 - f o l d  : 

H a t h a w a y  a n d  T r a u g h ,  197  9) w i t h o u t  l o s s  o f  ’ G T P - u t i l i z i n g ' 

a c t i v i t y  w h i c h  w o u l d  o c c u r  i f  i t  w e r e  r e s o l v e d  f r o m  , t h e  p u t a t i v e  

p h o s p h o t r a n s f e r a s e .  G i v e n  t h a t  k i n a s e s  t h a t  u s e  GTP p r e f e r e n ­

t i a l l y  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  ( V e n t a m i g l i a  a n d  Wool ,  1 9 7 4 ) ,  i t  

s e e m s  m o s t  l i k e l y  t h a t  CKII  u s e s  GTP d i r e c t l y  a s  a p h o s p h o r y l  

d o n o r .

The l a c k  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  w i t h  a s c i t e s  CKI when  GTP 

i s  u s e d  a s  p h o s p h o r y l  d o n o r  ( F i g  3 . 2 6 )  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  

t h e  a b i l i t y  o f  CKI t o  p h o s p h o r y l a t e  w i t h  ATP i s  n o t  due t o  

c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  w i t h  C K I I .

Y e a s t  c a s e i n  A k i n a s e  (K1 : K u d l i c k i , G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r ,  

1 9 7 6 ) ,  l i k e  a s c i t e s  CKI,  c o u l d  p h o s p h o r y l a t e  a c i d i c  p r o t e i n s  

f r o m  t h e  60S s u b u n i t  ( a n a l o g o u s  t o  L,^) • T h e y  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  

y e a s t  c a s e i n  AG k i n a s e  K3 ( e q u i v a l e n t  t o  a s c i t e s  C K I I )  c o u l d  

p h o s p h o r y l a t e  t h e s e  a c i d i c  p r o t e i n s .  I n  c o n t r a s t  t o  CKII  f r o m  

a s c i t e s  c e l l s  h o w e v e r ,  K3 w i l l  p h o s p h o r y l a t e  a n  a c i d i c  p r o t e i n  

o f  t h e  408 s u b u n i t  ( p o s s i b l y  c o r r e s p o n d i n g  t o  Sa o r  Sb)  a n d
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a n  u n c h a r a c t e r i z e d  b a s i c  p r o t e i n  ( K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i  a n d  

G a s i o r ,  1 9 7 6 )  w h i c h  t h e y  b e l i e v e  t o  be 8 6 .  The r e s u l t s  o f  t h e  

p r e s e n t  s t u d y  a n d  t h o s e  o f  K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r  

( 1 9 7 8 )  a r e  u n a m b i g u o u s  i n  t h e i r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  w h i c h  o f  t h e  

two  t y p e s  o f  c a s e i n  k i n a s e  i s  h i g h l y  s p e c i f i c  f o r  o r  i t s  

e q u i v a l e n t .  T h i s  a p p a r e n t  r e v e r s a l  i n  t h e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t i e s  

o f  t h e  two  t y p e s  o f  c a s e i n  k i n a s e  i s  r a t h e r  s u r p r i s i n g  d e s p i t e  

t h e  c o n s i d e r a b l e  e v o l u t i o n a r y  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e s e  t wo  c e l l  

t y p e s .

T h e r e  a r e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  by  o t h e r  

w o r k e r s  ; e . g .  B e c k e r - U r s i c  a n d  D a v i e s  ( 1 9 7 6 )  d e s c r i b e d  a cAMP- 

i n d e p e n d e n t  GTP u t i l i z i n g  k i n a s e  f r o m  y e a s t  w h i c h  c o u l d  p h o s p h o r y ­

l a t e  c a s e i n  o r  h i s t o n e ,  w h e r e a s  K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i ' a n d  G a s i o r  

( 1 9 7 8 )  d e s c r i b e d  a k i n a s e  ( a l s o  f r o m  y e a s t ) ,  w h i c h  m i g h t  be 

a s s u m e d  t o  be a n a l o g o u s ,  t h a t  i s  c A M P - i n d e p e n d e n t , u t i l i z e s  

GTP b u t  o n l y  p h o s p h o r y l a t e s  c a s e i n .  H ow e v e r  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

f u r t h e r  r e s o l u t i o n  o f  t h e  k i n a s e  d e s c r i b e d  by  B e c k e r - U r s i c  a n d  

D a v i e s  ( 1 9 7 6 )  w o u l d  r e s o l v e  t h e  c a s e i n  k i n a s e  f r o m  h i s t o n e  

k i n a s e .  K u d l i c k i  , ( 1 9 8 0 )  h a v e  r e c e n t l y  r e p o r t e d  t h a t

t h e  c a s e i n  A k i n a s e  ( K l )  f r o m  y e a s t  c a n  be f u r t h e r  r e s o l v e d  t o  

g i v e  a c a s e i n  p h o s p h o r y l a t i n g  k i n a s e  a n d  a h i g h l y  s p e c i f i c  

r i b o s o m a l  p r o t e i n  k i n a s e  w h i c h  p h o s p h o r y l a t e s  t h e  y e a s t  a c i d i c  

p r o t e i n s  a n a l o g o u s  t o  a s c i t e s  L ^ .

A l t h o u g h  a s c i t e s  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  CKI a n d  HK b o t h  

p h o s p h o r y l a t e  p r o t e i n  86 ( F i g s  3 . 1 9  a n d  3 . 2 4 )  i t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  i t  i s  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  o f  HK w i t h  c a s e i n  k i n a s e  ( o r  

v i c e - v e r s a )  w h i c h  p h o s p h o r y l a t e s  86 ( F i g s  3 . 1 0 ,  3 . 1 1  a n d  3 . 1 3 ) .
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H ow ev e r  t h e  f a c t  t h a t  b o t h  t h e s e  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  e a c h  

p h o s p h o r y l a t e  a n u m b e r  o f  o t h e r  p r o t e i n s  ( T a b l e  4 . 3 ) ,  d o e s  s u g g e s t  

t h a t  t h e i r  a b i l i t i e s  t o  p h o s p h o r y l a t e  86 a r e  i n d e e d  s e p a r a t e .

As m e n t i o n e d  i n  1 , 3 . 2 ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  86 c a n  be  p h o s -  

p h o r y l a t e d  by  more  t h a n  one  t y p e  o f  p r o t e i n  k i n a s e  ( e . g .  

W e t t e n h a l l  a n d  H o w l e t t ,  1 9 7 9 ) .  The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  86 by  

a s c i t e s  CKI a n d  HK s u g g e s t s  t h a t  more  t h a n  one  m e c h a n i s m  f o r  

c o n t r o l l i n g  86 p h o s p h o r y l a t i o n  c o u l d  e x i s t  i n  a s c i t e s  c e l l s .

' From t h e  e v i d e n c e  p r e s e n t e d  h e r e  ( F i g  3 . 9 ,  T a b l e s  3 . 3  

a n d  3 . 4 )  b o t h  o f  t h e  c a s e i n  k i n a s e s  (CKI a n d  C K I I )  a n d  t h e  

h i s t o n e  k i n a s e  (HK) f r o m  a s c i t e s  c e l l s  s e e m  t o  f u n c t i o n  i n d e p e n ­

d e n t l y  o f  cAMP, The  l a c k  o f  s t i m u l a t i o n  o f  HK w i t h  cAMP i s  

i n  c o n t r a s t  t o  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  f o u n d  

by  o t h e r  w o r k e r s  m e n t i o n e d  i n  T a b l e  4 . 1  (HK : H a t h a w a y  a n d  T r a u g h  

1 9 7 9  ; I  : 8 c h m i t t ,  Kempf a n d  Q , u i r i n - S t r i c k e r , 1 9 7 7 ;  I  a n d  I I  : 

B e c k e r - U r s i c  a n d  D a v i e s ,  1 9 7 6 ) .

A s c i t e s  h i s t o n e  k i n a s e  (HK) was  s t i m u l a t e d  by  c a l m o d u l i n  

( T a b l e  3 . 5 )  s u g g e s t i n g  t h a t  i t  i s  r e g u l a t e d  by  c a l c i u m .  I t  

i s  i n t e r e s t i n g  i n  t h i s  r e s p e c t  t h a t  a r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  

p r o t e a s e  a c t i v a t e d  h i s t o n e  k i n a s e  ( w h i c h  p h o s p h o r y l a t e s  8 6 )  

r e p o r t e d  by  D e l  G r a n d e  a n d  T r a u g h  ( 1 9 7 9 )  i s  n e i t h e r  s t i m u l a t e d  

by  cAMP n o r  i n h i b i t e d  by  t h e  h e a t  s t a b l e  i n h i b i t o r  p r o t e i n .

A l s o  t h e  p r o t e a s e  was  a c t i v a t e d  by  c a l c i u m .

H a t h a w a y ,  L u b b e n  a n d  T r a u g h  ( 1 9 8 0 )  h a v e  r e c e n t l y  r e p o r t e d  

t h a t  c a s e i n  k i n a s e  AG ( C K I I )  f r o m  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e s  i s  

s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d  by  h e p a r i n .  A s c i t e s  CKII  was  a l s o  

s t r o n g l y  i n h i b i t e d  by  h e p a r i n  w i t h  up t o  9 4 ^  i n h i b i t i o n  w i t h  

5 0 - 1 0 0  u n i t s  o f  h e p a r i n  p e r  a s s a y  ( 3 . 6 . 1 0 ) .  I n  c o n t r a s t  t o



179

t h e  r e s u l t s  o f  H a t h a w a y ,  L u b b e n  a n d  T r a u g h  ( 1 9 8 0 ) ,  who f o u n d  

no e f f e c t  o f  h e p a r i n  on a n y  o t h e r  r e t i c u l o c y t e  p r o t e i n  k i n a s e ,  

a s c i t e s  CKI s h o w e d  a n  8 7^  i n h i b i t i o n  a n d  HK was  s t i m u l a t e d  3 - 5  

f o l d .  The c o n c e n t r a t i o n s  o f  h e p a r i n  w e r e  h i g h e r  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  t h a n  t h o s e  o f  H a t h a w a y ,  L u b b e n  a n d  T r a u g h  ( 1 9 8 0 )  a n d  t h i s  

c o u l d  e x p l a i n  t h e s e  d i f f e r e n c e s .

C a s e i n  k i n a s e s  f r o m  h e p a r i n  c o n t a i n i n g  c e l l s  s u c h  a s  l i v e r  

h a v e  b e e n  s ho wn  t o  be i n a c t i v e  u n t i l  a n  i n i t i a l  c h r o m a t o g r a p h y  

s t e p  h a s  b e e n  p e r f o r m e d  ( S o m m a r i n  a n d  J e r g i l ,  1 9 7 8 ;  M e g g i o ,

D o n n e l l a - D e a n a  a n d  P i n n a ,  1 9 7 9 ) .  I t  may be  f o r  t h i s  r e a s o n  

i n  p a r t  t h a t  t h e  60S s u b u n i t  a c i d i c  p r o t e i n s  a n a l a g o u s  t o  L^ 

w e r e  n o t  s e e n  t o  be p h o s p h o r y l a t e d  i n  e a r l i e r  s t u d i e s  v i v o  

w i t h  r a t  l i v e r  ( G r e s s n e r  a n d  Wool ,  1 9 7 4 ) .

The a p p a r e n t  K^ v a l u e s  o f  a s c i t e s  CKI (14 .OpM)and CKII  ( 9 . 0 ^ M )  

w i t h  c a s e i n  a s  s u b s t r a t e  a n d  ATP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r  ( F i g  3 . 3 5 )  

a r e  o f  t h e  same m a g n i t u d e  a s  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  by  o t h e r s  

( y e a s t  ; K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r ,  197 8  o b t a i n e d  K^ 

v a l u e s  o f  33/iM a n d  7.6/ iM f o r  p r o t e i n  k i n a s e s  Kl  a n d  K3 ; r a b b i t  

r e t i c u l o c y t e s  : H a t h a w a y  a n d  T r a u g h ,  19 79  o b t a i n e d  K^ v a l u e s

o f  13pM a n d  lOpM f o r  CKI a n d  C K I I ) . A l t h o u g h  K^ v a l u e s  w i t h  

GTP a s  p h o s p h o r y l  d o n o r  h a v e  n o t  b e e n  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n t

s t u d y  o t h e r s  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e s e  m a t c h  t h e  a b i l i t y  o r  i n a b i l i t y

o f  t h e  e n z y m e s  t o  u s e  GTP.  K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r

( 1 9 7 8 )  o b t a i n e d  a v a l u e  o f  55^M f o r  K3 b u t  w e r e  u n a b l e  t o  o b t a i n

a v a l u e  f o r  KlJSathaway and Traugh ( l 979)Tound  t h a t  when  GTP was  u s e d  

a s  p h o s p h o r y l  d o n o r  t h e  K^ v a l u e s  w e r e  40/uM f o r  CKII  a n d  900^M 

f o r  CKI .  W h e t h e r  a s c i t e s  CKII  o r  c o r r e s p o n d i n g  e n z y m e s  i n  

o t h e r  t i s s u e s  u s e  ATP o r  GTP o r  b o t h  i n  v i v o  i s  n o t  y e t  k n o w n.
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Fr om e v i d e n c e  p r e s e n t e d  h e r e ,  p r o t e i n  k i n a s e s  c a p a b l e  o f  

p h o s p h o r y l a t i n g  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  a p p e a r  t o  be  p r e s e n t  o n l y  

i n  t h e  c e l l  f r a c t i o n  o f  a s c i t e s  c e l l s  d e r i v e d  f r o m  t h e  s o l u b l e  

c o m p o n e n t s  o f  t h e  c y t o p l a s m .  No p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  

a s s o c i a t e d  w i t h  r i b o s o m e s  was  d e t e c t e d ,  d e s p i t e  u s i n g  a v a r i e t y  

o f  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  b o t h  t o  p r e p a r e  t h e  r i b o s o m e s  a n d  t o  

c a r r y  o u t  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  ( 3 . 2 ) .

H o w e v e r  many w o r k e r s  h a v e  r e p o r t e d  r i b o s o m e  a s s o c i a t e d  

k i n a s e  f r o m  o t h e r  t i s s u e s  ( c . f .  1 . 3 . 2 )  when  r i b o s o m e s  w e r e  

p r e p a r e d  u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s  t o  t h o s e  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  

One p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  t h e r e  a r e  g e n u i n e  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  s t r e n g t h  o f  a s s o c i a t i o n  o f  p r o t e i n  k i n a s e s  w i t h  r i b o s o m e s  

f r o m  a s c i t e s  c e l l s  a n d  t h o s e  f r o m  o t h e r  c e l l  t y p e s .  ^
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4 . 2  C o m p a r i s o n  o f  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  P h o s p h o r y l a t e d  In

I n t a c t  C e l l s  a n d  i n  C e l l - F r e e  P h o s p h o r y l a t i o n  S y s t e m s

The r i b o s o m a l  p r o t e i n s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i n t a c t  a s c i t e s  

c e l l s  a n d  i n  i s o l a t e d  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  p h o s p h o r y l a t e d  by  

a s c i t e s  c y t o s o l  p r o t e i n  k i n a s e s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e s  4 . 2  a n d

4 . 3 .  I n  b o t h  c a s e s  o n l y  p r o t e i n s  c h a r a c t e r i z e d  by  t w o -  

d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a r e  c o n s i d e r e d .  T h i s  i s  

n e c e s s a r y  s i n c e  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  u n a m b i g u o u s l y  i d e n t i f y  

a p r o t e i n  m e r e l y  on  t h e  b a s i s  o f  i t s  m o l e c u l a r  w e i g h t .  When 

60S s u b u n i t s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  by a s c i t e s  HK o n e - d i m e n s i o n a l  

SDS g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  r e v e a l e d  t h a t  a p r o t e i n  o f  s i m i l a r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  t o  ( 1 4 , 0 0 0 )  was  p h o s p h o r y l a t e d . H o w e v e r ,  

f u r t h e r  a n a l y s i s  on  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s h o w e d  

t h a t  o n l y  p r o t e i n  L35 ( m o l e c u l a r  w e i g h t  1 3 , 7 0 0 )  was  p h o s p h o r y ­

l a t e d  i n  60S s u b u n i t s .  .

I n  i n t a c t  a s c i t e s  c e l l s  p r o t e i n  S6 was  w e a k l y - l a b e l l e d  

w i t h  ^^P ( c . f ,  4 . 3 )  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  

L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 7 ) .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  a s c i t e s  4 OS 

s u b u n i t s  by  CKI o r  HK a l s o  r e s u l t e d  i n  a r e l a t i v e l y  w e a k - l a b e l l e d  

a u t o r a d i o g r a p h i c  s p o t  on  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

( F i g s  3 . 1 9 ,  3 . 2 5 ) .  The l ow  e x t e n t  o f  S6 p h o s p h o r y l a t i o n  c a n  

be f u r t h e r  s e e n  b y  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  ' a n o d i c  t a i l '  ( G r e s s n e r  

a n d  Woo l ,  1 9 7 4 )  i n  t h e  s t a i n e d  p a t t e r n s  o f  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l s  

( F i g s  3 . 5 ,  3 . 1 9 ,  3 . 2 5 ) .  The r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  i s  r e l a t i v e l y  - l i t t l e  p r o t e i n  k i n a s e  i n  

a s c i t e s  c e l l s  t h a t  w i l l  p h o s p h o r y l a t e  S 6 .

P r o t e i n  L^ was  much more  h i g h l y  l a b e l l e d ,  i n  b o t h  i n t a c t  

c e l l s  ( F i g  3 . 2 )  a n d  i n  i s o l a t e d  60S s u b u n i t s  p h o s p h o r y l a t e d  by
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4 .2  A s c i t e s  R ibo som a l  P r o t e i n s  P h o s p h o r y l a t e d  i n

I n t a c t  C e l l s ,

P r o t e  i n
P h o s p h o r y l a t e  d

C e l l u l a r

C o n d i t i o n s
F i g u r e s

N o r m a l 3 . 2 ,  3 . 3

S3 N o r m a l / A c i d i c 3 . 2 , 3 . 3 / 3 . 4 , 3 . 5

L14 A c i d i c 3 . 4 ,  3 . 5

L 2 7 / 2 8 A c i d i c 3 . 4 ,  3 . 5

S6 A c i d i c 3 . 4 ,  3 . 5

82 A c i d i c 3 . 4 , '  3 . 5

Sa A c i d i c 3 . 5

Sb A c i d i c 3 . 5  •

T h i s  T a b l e  l i s t s  t h e  p r o t e i n s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i n t a c t  a s c i t e s  

c e l l s  i n c u b a t e d  i n  medium w h i c h  d i d  n o t  c o n t a i n  g l u c o s e  o r  

a m i n o  a c i d s  ( N o r m a l  ; c . f .  3 . 1 . 1 )  o r  w h i c h  d i d  c o n t a i n  

g l u c o s e  a n d  a m i n o  a c i d s  ( A c i d i c  : c . f .  3 . 1 . 2 ) .  The f i g u r e s  

w h i c h  show t h e s e  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s  a r e  a l s o  l i s t e d .
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T a b l e  4 . 3  A s c i t e s  R i b o s o m a l  P r o t e i n s  P h o s p h o r y l a t e d

b y  C y t o s o l  P r o t e i n  K i n a s e s

P r o t e i n
P h o s p h o r y l a t e d

P r o t e  i n  

K i n a s e
P h o s p h o r y l

Do n or
F i g u r e s

. CKI ATP 3 . 1 7 , 3 . 1 8
Y CKII ATP/GTP 3 . 2 1 , 3 . 2 2 / 3 . 2 6

86 HK ATP 3 . 2 4 , 3 . 2 5
CKI ATP 3 . 1 7 , 3 . 1 8 , 3 . 1 9

87 HK ATP 3 . 2 4 , 3 . 2 5
CKI ATP 3 . 1 7 , 3 . 1 8 , 3 . 1 9

8a CKI ATP 3 . 1 7 , 3 . 1 8

8b CKI ATP 3 . 1 7 , 3 . 1 8

L35 HK ATP 3 . 2 4 , 3 . 2 5

8 1 0 HK ATP 3 . 2 4 , 3 . 2 5

8 1 4 HK ATP 3 . 2 4 , 3 . 2 5

8 2 0 HK ATP 3 . 2 4 , 3 . 2 5

T h i s  T a b l e  l i s t s  t h e  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  i s o l a t e d  s u b u n i t s  

p h o s p h o r y l a t e d  b y  a s c i t e s  c y t o s o T  p r o t e i n  k i n a s e s  ( s h o w n  i n  

T a b l e )  a n d  c h a r a c t e r i z e d  by  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

The f i g u r e s  w h i c h  show t h e s e  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s  a r e  a l s o  

l i s t e  d .
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CKII  u s i n g  [y - ATP ( F i g  3 . 2 1 )  o r  [y - ^^P]  GTP ( F i g  3 . 2 6 )

a s  p h o s p h o r y l  d o n o r ,  t h a n  a n y  o t h e r  a s c i t e s  r i b o s o m a l  p r o t e i n .

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t r e a t m e n t  o f  60S s u b u n i t s  a n d  ' Sweep*  g e l
32a n a l y s i s  ( 2 . 3 . 2 0 )  o f  P - l a b e l l e d  h a v e  b e e n  u s e d  t o  show

t h a t  Ly h a s  two  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e s  ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1978c) ,

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t h e  a u t o r a d i o g r a p h i c  s p o t  c o r r e s p o n d i n g  t o
32L^ i n  ' S w e e p '  g e l s  o f  60S p r o t e i n  P - l a b e l l e d  i n  i n t a c t  c e l l s  

( F i g  3 . 2 )  o r  w i t h  CKII  ( F i g s  3 . 2 1  a n d  3 . 2 6 )  i s  r e s o l v e d  i n t o  

two  c o m p o n e n t s  ( a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  v e r t i c a l l y  e l o n g a t e d  s h a p e  

o f  t h e  r a d i o a c t i v e  s p o t )  , T h i s  s u g g e s t s  t h a t  CKII  c a n  p h o s p h o r y ­

l a t e  b o t h  o f  t h e  a v a i l a b l e  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e s  i n . L ^ ,

I n  a n u m b e r  o f  e x p e r i m e n t s  ( e . g .  F i g s  3 . 3 ,  3 . 8 ,  3 . 1 7 )

L^ i s  o n l y  w e a k l y - l a b e l l e d .  T h i s  c o u l d  be b e c a u s e
32t h e  a m o u n t  o f  P a c t u a l l y  i n c o r p o r a t e d  i s  l o w .  Mad j a r  a l . ,  

(19794  h a v e  h o w e v e r  r e c e n t l y  s u g g e s t e d  t h a t  a c i d i c  60S s u b u n i t  

p r o t e i n s  ( e q u i v a l e n t  t o  L^)  c a n  be s o l u b i l i z e d  i n  t h e  s t a i n i n g  

a n d  d e s t a i n i n g  s o l u t i o n s  u s e d  t o  p r o c e s s  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l s ,  

t h e r e b y  r e d u c i n g  t h e  a p p a r e n t  l a b e l l i n g  o f  t h e s e  p r o t e i n s .

Some w o r k e r s  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  p r o t e i n  S3a  was  p h o s p h o r y -  

l a t e d  i n  vivo (Rober ts  and More los ,1979) w h e r e a s  o t h e r s  s t a t e d  t h a t  

p r o t e i n  S3 r a t h e r  t h a n  S3a  ( R a n k i n e ,  L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 7 )  

was  p h o s p h o r y l a t e d .  The t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

s y s t e m s  u s e d  b y  t h e s e  w o r k e r s  ( t h o s e  o f  Howar d  e t  , 1976; 

a n d  L a s t i c k  a n d  M cC on ke y ,  1 9 7 6 )  do n o t  r e s o l v e  S3 f r o m  S3&.  

H e n c e ,  i t  was  n o t  p o s s i b l e  t o  u n a m b i g u o u s l y  i d e n t i f y  w h i c h  o f  

t h e s e  p r o t e i n s  was  p h o s p h o r y l a t e d .  The ' A c i d i c - A c i d i c '  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  ( ' s y s t e m  I V  : M a d j a r ' _ e t  , 1979^  

d e s c r i b e d  i n  2 . 3 . 2 1 )  d o e s  a l l o w  t h e  r e s o l u t i o n  o f  t h e s e  two
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p r o t e i n s  a n d  a s  c a n  be s e e n  f r o m  F i g  3 . 3  83 i s  p h o s p h o r y l a t e d  

w h e r e a s  S3a  i s  u n p h o s p h o r y l a t e d ,

P r o t e i n s  Sa a n d  Sb w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i n t a c t  a s c i t e s  

c e l l s  ( F i g  3 . 4 )  a n d  i n  i s o l a t e d  40S s u b u n i t s  by  p r o t e i n  k i n a s e  

CKI ( F i g  3 . 1 8 ) .  T h e s e  p h o s p h o p r o t e i n s  h a v e  n o t  b e e n  o b s e r v e d  

b e f o r e  i n  a s c i t e s  c e l l s  ( L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 7 )  s i n c e  t h e y  do 

n o t  m i g r a t e  on  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  

( L a s t i c k  a n d  McConkey ,  1976  d e s c r i b e d  i n  2 . 3 . 1 9 )  u s e d  t o  

c h a r a c t e r i s e  a s c i t e s  r i b o s o m a l  p h o s p h o p r o t e i n s .  B o t h  Sa a n d  

Sb h a v e  b e e n  p u r i f i e d  f r o m  r a t  l i v e r  r i b o s o m e s  by  C o l l a t z  _et , 

( 1 9 7 7 ) ,  T h e s e  p r o t e i n s  w e r e  h o w e v e r  o b t a i n e d  a t  a l o w e r  y i e l d  

t h a n  o t h e r  r i b o s o m a l  p r o t e i n s ,  a n d  t h e y  h a v e  h i g h e r  t h a n  a v e r a g e  

m o l e c u l a r  w e i g h t s  ( 4 1 , 5 0 0  a n d  3 3 , 0 0 0 )  f o r  r i b o s o m a l  - p r o t e i n s  

c . f .  T a b l e  1 . 1 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h e y  may n o t  i n  f a c t  be r i b o s o m a l  

p r o t e i n s .  The p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S2 a n d  L14 i s  d i s c u s s e d  i n

4 . 3 .

A n u mb e r  o f  p r o t e i n s  w e r e  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i s o l a t e d  60S 

a n d  40S s u b u n i t s ,  by  a s c i t e s  c y t o s o l  p r o t e i n  k i n a s e s ,  w h i c h  

w e r e  n o t  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i n t a c t  c e l l s  ( S 7 ,  S I O ,  S 1 4 ,  S 2 0  a n d  

L 3 5 ) .  I t  i s  q u i t e  l i k e l y  t h a t  some o r  a l l  o f  t h e s e  p h o s p h o r y ­

l a t i o n s  a r e  a r t i f a c t u a l  due  t o  t h e  i n c r e a s e d  a c c e s s i b i l i t y  o f  

s e r i n e  a n d  t h r e o n i n e  r e s i d u e s ,  w h i c h  a r e  n o r m a l l y  u n p h o s p h o r y -  

l a t e d , t o  p r o t e i n  k i n a s e s  ( B y l u n d  a n d  K r e b s ,  1 9 7 5 ) .  P r o t e i n  S7 

h a s  b e e n  r e p o r t e d  a s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i n t a c t  r a b b i t  r e t i c u l o ­

c y t e s  ( I s s i n g e r  a n d  B e i e r ,  1 9 7 8 )  a s  w e l l  a s  by  CKI a n d  HK i n  

i s o l a t e d  a s c i t e s  4 0 S s u b u n i t s .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  a p r o t e i n  

o f  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( 2 2 , 0 0 0 )  t o  S7 ( t h o u g h  a s  y e t  

u n c h a r a c t e r i z e d )  i s  p h o s p h o r y l a t e d  by  a n o v e l  p r o t e i n  k i n a s e
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w h i c h  a p p e a r s  a f t e r  i n f e c t i o n  o f  BHK c e l l s  w i t h  p s e u d o r a h i e s  

v i r u s  ( c . f .  4 . 3 ) .

P r o t e i n s  o f  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t  t o  a n d  86 ( 1 3 , 5 0 0  

a n d  3 2 , 0 0 0 )  a r e  p h o s p h o r y l a t e d  i n  408 a n d  60S s u b u n i t s  by  cAMP- 

d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  f r o m  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  a n d  b o v i n e  

h e a r t  ( F i g  3 . 2 9 ) .  P r o t e i n s  o f  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t  a r e  

a l s o  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i s o l a t e d  408 a n d  60S s u b u n i t  p r o t e i n  by  

t h e s e  e n z y m e s  ( F i g  3 . 3 0 ) ,  I n  80S r i b o s o m e s ,  a l t h o u g h  a p r o t e i n  

o f  3 2 , 0 0 0  b e c o m e s  l a b e l l e d  wh e n  t h e y  a r e  p h o s p h o r y l a t e d  by  

t h e s e  c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  t h e r e  i s  much l e s s  r a d i o ­

a c t i v e  l a b e l  i n  a 1 3 , 5 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  ( w h i c h  m i g h t  

c o r r e s p o n d  t o  t h e  1 3 , 5 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  l a b e l l e d  i n  

60S s u b u n i t s ) . A l t h o u g h  t h e  e v i d e n c e  p r e s e n t e d  h e r e  i s  l i m i t e d  

i t  c o u l d  be  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  1 3 , 5 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  

( p o s s i b l y  L^)  i s  i n a c c e s s i b l e  t o  p r o t e i n  k i n a s e  i n  80S r i b o s o m e s .  

T h i s  m i g h t  be  b e c a u s e  i t  i s  l o c a t e d  a t  t h e  s u b u n i t  i n t e r f a c e  

t h o u g h  e q u a l l y  i t  c o u l d  be  m a s k e d  by n o n - r i b o s o m a l  p r o t e i n s  i n  

t h e  80S r i b o s o m e .  H o r a k  a n d  S c h i f f m a n  ( 1 9 7 7 )  h a v e  r e p o r t e d  

t h a t  t h e  a c i d i c  60S s u b u n i t  p r o t e i n  L4 O / L 4 I ,  a n a l o g o u s  t o  , 

i s  o n l y  p h o s p h o r y l a t e d  i n  i s o l a t e d  60S s u b u n i t s  b u t  n o t  i s o l a t e d  

80S r i b o s o m e s  when  p h o s p h o r y l a t e d  w i t h  p r o t e i n  k i n a s e s .  T he y  

b e l i e v e  t h a t  t h i s  i s  b e c a u s e  L4 O/ L4 I  i s  l o c a t e d  a t  t h e  s u b u n i t  

i n t e r f a c e .
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4 . 3  A l t e r a t i o n s  i n  R i b o s o m a l  P r o t e i n  P h o s p h o r y l a t i o n

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  b ec am e  d e p h o s p h o r y l a t e d  when  

a s c i t e s  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  medium w h i c h  c o n t a i n e d  g l u c o s e  

a n d  a m i n o  a c i d s  ( F i g  3 . 4 ) .  C o n v e r s e l y  L14 a n d  S2 became 

p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  ( F i g s  3 . 4  a n d  3 . 5 ) ,  a s  

h a d  b e e n  s ho wn  p r e v i o u s l y  b y  L e a d e r  a n d  C o i a  (197ÔI),

One d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  a n d  t h a t  o f  R a n k i n e ,  

L e a d e r  a n d  C o i a  ( 1 9 7 7 )  was  t h e  a b s e n c e  o f  S6 p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  

a l s o  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S3 when  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  

medium w h i c h  c o n t a i n e d  n e i t h e r  g l u c o s e  o r  a m i n o  a c i d s .  The 

r a t h e r  l o w  l e v e l  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S6 i n  a s c i t e s  c e l l s  

( a p p r o x i m a t e l y  0 . 1  m o l e s  o f  p h o s p h a t e  p e r  mo l e  o f  40S s u b u n i t s )  

a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  a s e c o n d  40S s u b u n i t  p h o s p h o p r o t e i n  ( R a n k i n e ,  

L e a d e r  a n d  C o i a ,  1 9 7 7 )  m i g h t  make t h i s  d i f f e r e n c e  i n  t h e  

r i b o s o m a l  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  p a t t e r n  l e s s  a n o m a l o u s .  The 

r e a s o n  why Sa a n d  Sb ( F i g  3 . 4 )  h a v e  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  

t o  be  p h o s p h o r y l a t e d  h a s  b e e n  m e n t i o n e d  e a r l i e r  ( 4 . 2 ) .

P r o t e i n s  S 2 , S3 a n d  L14 w e r e  n o t  p h o s p h o r y l a t e d  v i t r o  

on  40S s u b u n i t s  by  a n y  o f  t h e  t h r e e  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s  

i s o l a t e d  f r o m  a s c i t e s  c e l l s  t a k e n  f r o m  mouse  p e r i t o n e a  ( 2 . 3 . 1 )  

w h e r e a s  p r o t e i n s  L ^ ,  S 6 , Sa a n d  Sb ( t o g e t h e r  w i t h  s e v e r a l  

p r o t e i n s  n o t  o b s e r v e d  a s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  v i v o  ( T a b l e  4 . 3 )  

c o u l d  be p h o s p h o r y l a t e d  b y  t h e s e  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t i e s .

The l a c k  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  S2 a n d  L14 i s  n o t  t o o  s u r p r i s i n g  

s i n c e  n e i t h e r  o f  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  p h o s p h o r y l a t e d  i n  a s c i t e s  

c e l l s  p e r i t o n e a . I t  m i g h t  be  e x p e c t e d  t h a t  t h e  p r o t e i n  

k i n a s e s  r e s p o n s i b l e  f o r  p h o s p h o r y l a t i n g  t h e s e  p r o t e i n s  w o u l d  be 

p r e s e n t  i n  c e l l s  i n c u b a t e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  t h a t  c a u s e  t h e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e s e  p r o t e i n s  i n  i n t a c t  c e l l s .  P r o t e i n
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k i n a s e s  r e s o l v e d  f r o m  a s c i t e s  c e l l s  i n c u b a t e d  i n  medium 

c o n t a i n i n g  g l u c o s e  a n d  a m i n o  a c i d s  ( 2 . 3 . 3 )  do i n d e e d  i n c l u d e  

a p e a k  o f  b i s t o n e  k i n a s e  n o t  p r e v i o u s l y  s e e n ,  b u t  t h i s  was 

f o u n d  t o  be  v e r y  l a b i l e  t o  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  ( 3 . 7 . 2 ) .  I t  

i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  new h i s t o n e  k i n a s e  a c t i v i t y  c a n  p h o s p h o r y ­

l a t e  L14 o r  S 2 .

I t  i s  n e c e s s a r y  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  p r e s e n c e ,  i n  e x t r a c t s  

o f  t h e s e  i n c u b a t e d  c e l l s ,  o f  p r o t e i n  k i n a s e  c o r r e s p o n d i n g  t o  

CKII  i n  s i m i l a r  a m o u n t s  t o  t h a t  f o u n d  i n  n o r m a l  a s c i t e s  c e l l s  

( F i g  3 . 3 8 ) .  As s h o wn  p r e v i o u s l y  t h i s  p r o t e i n  k i n a s e  i s  h i g h l y  

s p e c i f i c  f o r  when  p r e s e n t e d  w i t h  r i b o s o m a l  s u b u n i t s .  I t  

m i g h t  be  e x p e c t e d  t h a t  t h e r e  w o u l d  be  l e s s  CKII  f r o m  c e l l s  

i n  w h i c h  was  d e p h o s p h o r y l a t e d . One p o s s i b i l i t y  f s  t h a t  t h e  

p r o t e i n  k i n a s e  w h i c h  p h o s p h o r y l a t e s  i s  i n  f a c t  s e p a r a t e  f r o m  

t h e  c a s e i n  p h o s p h o r y l a t i n g  a c t i v i t y  o f  CKI I  a n d  t h a t  t h e  a c i d i c  

c o n d i t i o n s  d i m i n i s h  t h e  ’ k i n a s e '  b u t  n o t  t h e  ' c a s e i n  k i n a s e '  

c o m p o n e n t  o f  C K I I .  As m e n t i o n e d  ( 4 . 1 )  K u d l i c k i  _et a ^ , , ( 1 9 8 0 )  

h a v e  s h own  t h a t  t h e  ' c a s e i n  p h o s p h o r y l a t i n g '  a n d  t h e  ' r i b o s o m a l  

p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i n g '  a c t i v i t i e s  o f  y e a s t  c a s e i n  A k i n a s e  

( K l  : K u d l i c k i ,  G r a n k o w s k i  a n d  G a s i o r ,  1 9 7 8 )  c a n  be  r e s o l v e d .

An a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  CKII  i n  c e l l s  

i n c u b a t e d  w i t h  g l u c o s e  a n d  a m i n o  a c i d s  i s  t h a t  t h e  e x t e n t  o f  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  1 ^  v i v o  i s  c o n t r o l l e d  by c h a n g e s  i n  t h e  

p a t t e r n  o r  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o p r o t e i n  p h o s p h a t a s e s .  Y e t  a n o t h e r  

p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  p r o t e i n  k i n a s e  o r  p h o s p h a t a s e  l e v e l s  c o u l d  

be  m o d u l a t e d  b y  t r a n s i e n t  e f f e c t o r  m o l e c u l e s ,  a n d  p u r i f i c a t i o n  

m i g h t  r e s o l v e  t h e  e n z y m e s  f r o m  t h e i r  e f f e c t o r s .
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A r a t h e r  d i f f e r e n t  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  a l t e r a t i o n s  i n  

c e l l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  e x t r e m e s  o f  pH c o u l d  a l t e r  t h e  c o n f o r m ­

a t i o n  o f  t h e  r i b o s o m e  t h e r e b y  p r e v i o u s l y  i n a c c e s s i b l e  s i t e s  

become  c a p a b l e  o f  b e i n g  p h o s p h o r y l a t e d .  F o r  t h i s  r e a s o n  t h e  

a b i l i t y  o f  CKI a n d  CKI I  t o  p h o s p h o r y l a t e  i s o l a t e d  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  was  e x a m i n e d  s i n c e  i t  was  f e l t  t h a t  t h e  i s o l a t i o n  o f  

p r o t e i n s  c o u l d  e x p o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e s  w h i c h  w e r e  n o r m a l l y  

o n l y  e x p o s e d  u n d e r  a b n o r m a l  c o n d i t i o n s .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  . 

e x t r a c t e d  60S s u b u n i t  p r o t e i n  w i t h  CKII  s h o w e d  t h a t  two  p r o t e i n s  

( m o l e c u l a r  w e i g h t s  1 6 , 7 0 0  a n d  1 8 , 0 0 0 )  w e r e  l a b e l l e d  ( F i g  3 . 2 8 ) .  

CKII  n o r m a l l y  p h o s p h o r y l a t e s  Ly ( m o l e c u l a r  w e i g h t  1 4 , 0 0 0 )  a n d  

i t  w o u l d  s e e m  l i k e l y  t h a t  one  o r  b o t h  o f  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  Ly 

( t h o u g h  h a v i n g  a s o m e w h a t  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h a n  t h a t  

n o r m a l l y  o b t a i n e d  f r o m  L ^ ) . As m e n t i o n e d  i n  1 . 3 . 1 . 2  t h e r e  i s  

c o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  t h a t  t h e r e  a r e  i n  f a c t  t wo  a c i d i c  60S 

s u b u n i t  p h o s p h o p r o t e i n s  a n d  t h i s  c o u l d  e x p l a i n  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  t wo  p h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n s .  No p r o t e i n  o f  s i m i l a r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  t o  L14 ( a p p r o x i m a t e l y  2 5 , 8 0 0 )  was  p h o s p h o r y l a t e d  i n  t h i s  

e x p e r i m e n t  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  i t s  p h o s p h o r y l a t i o n  i s  n o t  s i m p l y  

due  t o  i n c r e a s e d  a v a i l a b i l i t y  o f  p o t e n t i a l  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e s ,

The i n a b i l i t y  o f  CKI t o  p h o s p h o r y l a t e  e x t r a c t e d  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  i s  s u r p r i s i n g  i n  v i e w  o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  enzyme  

p h o s p h o r y l a t e d  a n u m b e r  o f  p r o t e i n s  i n  t h e  i n t a c t  408 a n d  60S 

s u b u n i t s .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  some c o n f o r m a t i o n a l  e f f e c t  due  t o  

i s o l a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  f r o m  s u b u n i t s  p r e v e n t s  t h e i r  p h o s p h o r y ­

l a t i o n  by  CKI s i n c e  CKII  was  a b l e  t o  p h o s p h o r y l a t e  t h e s e  t wo  

p r o t e i n s  u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s .

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a c o m p a r i s o n  o f  t h e  p r o t e i n  k i n a s e  

a c t i v i t y  o f  BHK c e l l s  b e f o r e  a n d  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  p s e u d o -
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r a b i e s  v i r u s  was  made ( F i g s  3 . 3 9  a n d  3 . 4 0 ) .  As m e n t i o n e d  i n  

1 . 3 . 1 ,  K e n n e d y ,  S t e v e l y  a n d  L e a d e r  ( 1 9 8 1 )  h a v e  s ho wn  t h a t  i n  

BHK c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  

s t a t e  o f  86 i s  g r e a t l y  e n h a n c e d  t o g e t h e r  w i t h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  

a n e w l y  p h o s p h o r y l a t e d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  ( 8 1 6  o r  8 1 8 ) .  One 

d i f f e r e n c e  i n  t h e  p a t t e r n  o f  p r o t e i n  k i n a s e  a c t i v i t y  was  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  a new p r o t e i n  k i n a s e  i n  t h e  c y t o s o l  o f  BHK c e l l s  

i n f e c t e d  w i t h  v i r u s  ( F i g  3 . 3 9 ) .

O n e - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  408 r i b o s o m a l

s u b u n i t s  p h o s p h o r y l a t e d  w i t h  D E A E - c e l l u l o s e  r e s o l v e d  p r o t e i n
32

k i n a s e s  f r o m  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  c e l l s  r e v e a l e d  a P - l a b e l l e c

b a n d  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 1 , 0 0 0  i n  b o t h  c a s e s  ( F i g s  3 . 4 1  a n d  3 . 4 2 '

The m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  e x t e n t  o f  l a b e l l i n g  o f  t h i a  p r o t e i n

makes  i t  l i k e l y  t h a t  i t  i s  p r o t e i n  8 6 ,  L i t t l e  e v i d e n c e  o f  o t h e r  
32 P - l a b e l l e d  p r o t e i n  was  o b t a i n e d  w i t h  c y t o s o l  k i n a s e s  f r o m  

u n i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g  3 . 4 1 ) .  H ow ev e r  a s  s e e n  i n  F i g  3 . 4 2  c y t o s o :  

k i n a s e s  f r o m  BHK c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  w e r e  

a l s o  a b l e  t o  p h o s p h o r y l a t e  a n u m b e r  o f  o t h e r  p r o t e i n s .  The 

m o s t  s t r i k i n g  c h a n g e  i n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  a c t i v i t y  o f  BHK 

c y t o s o l  k i n a s e s  f o l l o w i n g  v i r u s  i n f e c t i o n  was  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  a 2 2 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n  ( F i g  3 . 4 1 )  wh en  t h e  new 

h i s t o n e  k i n a s e  was  u s e d  ( F i g  3 . 4 0 ) .  The i d e n t i t y  o f  t h i s  p r o t e i n  

c a n n o t  be a s c e r t a i n e d  m e r e l y  f r o m  o n e - d i m e n s i o n a l  SDS g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  b u t  i t s  m o l e c u l a r  w e i g h t  i s  s o m e w h a t  l a r g e r  

t h a n  m o s t  e s t i m a t e s  o f  8 1 6  o r  818  ( 17,100 a n d  1 8 , 5 0 0 ;  C o l l a t z  

_et a_l . , 1 9 7 7 ) .  Fr om t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  s t a i n e d  b a n d  c o r r e s ­

p o n d i n g  t o  t h i s  l a b e l l e d  p r o t e i n  i t  w o u l d  a p p e a r  t o  be  e i t h e r  

p r o t e i n  85 o r  87  ( m o l e c u l a r  w e i g h t  2 1 , 5 0 0  C o l l a t z  a_ l . ,  1 9 7 7 ) .  

N e i t h e r  85  n o r  87 h a v e  b e e n  o b s e r v e d  a s  p h o s p h o r y l a t e d  i n  BHK
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c e l l s  i n f e c t e d  by  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  ( K e n n e d y ,  S t e v e l y  a n d  

L e a d e r ,  1 9 8 1 )  a n d  i t  w i l l  r e q u i r e  a more  r i g o r o u s  i d e n t i f i c a t i o n  

o f  t h i s  p r o t e i n  by  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  b e f o r e  

i t s  i d e n t i t y  c a n  be e s t a b l i s h e d  u n e q u i v o c a l l y .

P r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  1 4 , 0 0 0  a n d  1 6 , 0 0 0  w e r e  a l s o  

p h o s p h o r y l a t e d ( F i g  3 . 4 2 ) w i t h  p r o t e i n  k i n a s e  f r o m  v i r u s  i n f e c t e d  

BHK c e l l s .  W h e t h e r  e i t h e r  o f  t h e s e  l a b e l l e d  p r o t e i n  b a n d s  

c o r r e s p o n d s  t o  S l 6  o r  8 1 8  w i l l  a l s o  h a v e  t o  a w a i t  t h e i r  f u r t h e r  

c h a r a c t e r i z a t i o n .

A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  f e a t u r e  o f  t h e  408 s u b u n i t  p r o t e i n

p h o s p h o r y l a t e d  b y  c y t o s o l  k i n a s e s  f r o m  BHK c e l l s  i n f e c t e d  w i t h
32

v i r u s  i s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a P - l a b e l l e d  p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r
32

w e i g h t  4 8 , 0 0 0 .  A P - l a b e l l e d  p r o t e i n  o f  t h i s  m o l e c u l a r  

w e i g h t  was  r e p o r t e d  t o  be  p r e s e n t  i n  o n e - d i m e n s i o n a l  8D8 g e l s  

o f  408 r i b o s o m a l  s u b u n i t  p r o t e i n  f r o m  HeLa c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  

h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  ( F e n w i c k  a n d  W a l k e r ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  p r o t e i n  

i s  c e r t a i n l y  t o o  l a r g e  t o  be a r i b o s o m a l  p r o t e i n  ( W o o l ,  1 980)  

h o w e v e r  i t  c o u l d  be a p r o t e i n  s y n t h e s i s  f a c t o r  ( e . g .  t h e  g - 

s u b u n i t  o f  i n i t i a t i o n  f a c t o r  e I F - 2  ; m o l e c u l a r  w e i g h t  5 3 , 0 0 0 ;  

o r  a 5 0 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p o n e n t  o f  e l o n g a t i o n  f a c t o r  

E F - 1 )  .
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