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SAMENVATTING

Twee belangrijke dooiereiwitten, lipovitelline en fosvitine, worden uitsluitend in
de lever gesynthetiseerd, en bij de leggende kip via de bloedbaan naar het ovarium
getransporteerd, waar ze in de dooier worden ingebouwd. De synthese van deze ei-
witten kan bij hanen worden opgewekt door toediening van het vrouwelijke gestacht-
hormoon oestradiol. Beide eiwitten worden onmiddellijk na synthese in de vorm van
een complex in de bloedbaan uitgescheMen, van waaruit het eiwit ook weer verdwijnt.
Het systeem biedt de mogelijkheid om de regulering van de genexpressie bij hogere
dieren te onderzoeken.

In dit proefschrift wordt, na een bespreking van de hormonaal gereguleerde ei-
witsynthese, het onderzoek naar de eigenschappen van de geinduceerde eiwitten en
vooral het onderzoek naar de kinetiek van de geinduceerde eiwitsynthese beschreven.
Op grond van dit laatste onderzoek zijn de factoren, die de synthese van het complex
bepalen, geanalyseerd.

Het complex kan alleen met behulp van enzymen in de componenten lipovitelline
en fosvitine gesplitst worden. Zelfs na denaturatie in SDS en na reductie en blokke-
ring van de thiolgroepen in denaturerend SDS-milieu treedt geen dissociatie in de com-
ponenten op. Wel ontstaan lipovitelline en fosvitine uit complex als enkele peptide-
bindingen met behulp van trypsine worden verbroken. Wij concluderen hieruit, dat
het complex uit één enkele polypeptideketen van teminste 2000 aminozuren bestaat,
die in de lever wordt gesynthetiseerd en tijdens of viak na de inbouw in de dooier in
lipovitelline en fosvitine wordt gesplitst.

De ‘‘gecoordineerde synthese’’ van lipovitelline en fosvitine wordt hierdoor ook
verklaard (hoofdstuk V). Een ander eiwit dat naast complex na toediening van oestra-
diol in de bloedbaan verschijnt is niet gecoordineerd gereguleerd (hoofdstuk V).

De concentratie van het complex in plasma kan snel en nauwkeurig bepaald wor-
den door het proteinefosfaatgehalte te meten. Hierdoor kan in hetzelfde dier het con-
centratieverloop vanaf het moment van de hormoontoediening worden gevolgd. De
afbraak van ingespoten complex blijkt over het gehele gebied volgens een eerste-orde
reactie te verlopen, en wel met een halfwaarde tijd van 5.2 uur in niet-geoestrogeneer-
de hanen en 8.4 uur bij geoestrogeneerde hanen. Uit de concentratiecurve en deze af-
braakgegevens kan de synthesesnelheid van complex berekend worden. Vanaf 20 uur
na toediening van oestradiol neemt de synthesesnelheid gedurende enkele dagen (af-
hankelijk van de hormoon-dosis) lineair toe. In dezelfde periode neemt ook de hoe-
veelheid lipovitelline-synthetiserende polysomen lineair toe'69. Op grond van beide
waarnemingen kan berekend worden, dat het compiex gedurende de gehele periode
met een constante snelheid van ongeveer 8 aminozuren per seconde per ribosoom
wordt gesynthetiseerd. Hieruit volgt, dat de synthesesnelheid wordt bepaald door de
in het cytoplasma aanwezige mMRNA en dat na hormoontoediening een relatief lang-

77




levende mMRNA met een vrij constante snelheid wordt gesynthetiseerd.

Indien een tweede hormoondosis wordt gegeven geruime tijd nadat het complex uit
de bloedbaan is verdwenen, kan al na 5 uur een verhoging van het proteinefosfaatge-
halte gemeten worden. Na een eerste oestradiol-injectie is dit pas na meer dan 10 uur
het geval. Om het werkelijke startijdstip te vinden en dit “‘geheugen-effect’” te bestu-
deren, werd gebruik gemaakt van een gevoeliger detectiemethode. Op grond van de
incorporatie van gemerkt fosfaat is geconcludeerd, dat de synthese van complex start
tussen 3 en 4 uur zowel na een eerste als na een tweede oestradiol-injectie.

Wij zijn erin geslaagd om het concentratieverloop van complex na een eerste en
een tweede hormoon-injectie te berekenen uit de gegevens betreffende de synthese-
en de afbraaksnelheid. De synthesesnelheid is tot 3.5 uur na een eerste injectie on-
meetbaar klein en neemt daarna versneld toe, totdat tussen 10 en 20 uur na hormoon-
toediening een constante toename bereikt wordt.

Na een tweede hormoon-injectie daarentegen neemt de synthesesnelheid al vanaf
het starttijdstip lineair toe. De langzame toename van de synthesesnelheid na een eer-
ste injectie is het gevolg van een minder snelle toename van de hoeveelheid mRNA
voor complex en/of het gevolg van een lagere initiatiesnelheid van de complexsynthe-
se: de synthesesnetheid verloopt ook in de beginperiode parallel met de hoeveelheid
specifieke polysomen.

De factor, die voor het ‘‘geheugen-effect’” verantwoordelijk is, heeft een zeer lan-
ge levensduur of wordt na een eerste injectie in grote overmaat gesynthetiseerd. Het
“geheugen-effect’” is namelijk 50 dagen na de eerste oestradiol-injectie nog onvermin-
derd waarneembaar.

Indien de tweede oestradiol-injectie gegeven wordt op een moment, dat de com-
piexconcentratie weer begint te dalen, treedt binnen 3.5 uur een stijging van de com-
plexconcentratie op. Deze verhoogde complexsynthese kan niet geremd worden door
actinomycine D%? en is dus een gevolg van een effect van oestradiol op de vertaling
van nog aanwezige mRNA’s, omdat actinomycine D geen invloed heeft op de afbraak
van complex.

Geconcludeerd kan worden, dat oestradiol de synthese van dooiereiwitten indu-
ceert door de mMRNA-synthese aan te zetten en vermoedelijk door daarnaast de ex-
pressie van het mRNA in zekere mate te stimuleren.
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