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Badania nad rybonukleaza z porostu Cetraria islandica (A ch)

Ribonuclease from lichen Cetraria islandica
A. RENNERT, M. GUBANSKI
WSTEP

Jakkolwiek literatura z dziedziny chemii porostow oraz ich praktycz-
nego wykorzystania do celow leczniczych jest obszerna, to wiadomosci
dotyczace ich fizjologii sg raczej skape. Prac eksperymentalnych, poswie-
conych tak waznemu zagadnieniu, jak enzymy w porostach, jest w litera-
turze zaledwie kilka. Stosunkowo najdokladniej od strony enzymatycznej
porosty przebadali: Moiseewa (1958) i Sosa Bonrdouil (1941)
stwierdzajac w tej grupie roslin bardzo szerokie spektrum enzyméw. Inte-
resujgcy jest jednoczesnie fakt, iz wiele enzymow zachowuje swg aktyw-
no$¢ takze w materiale zielnikowym. W pracach wspomnianych badaczy
nie wymienia sie jednak rybonukleazy, ktérej znaczenie w $wietle ostat-
nich badan jest wyjatkowo duze. Nalezy nadmieni¢ iz enzym ten jest
jednoczednie silnym inhibitorem wirusa mozaiki tytoniowej (Bawden
1950).

W pracach wykonanych w naszym laboratorium (Moycho i wspél-
pracownicy 1959° 1960, Rennert, Gubanski 1960) stwierdzono
obecno$¢ inhibitor6w WMT w wyciagach z niektérych gatunkéw poro-
stow. Autorzy przypuszczaja, ze inhibitorowe wlasciwosci wyciagéw po-
rostowych pozostaja w zwigzku z obecnoscia w mich takich czynnikow,
jak kwasy porostowe i rybonukleaza.

Celem niniejszej pracy sa dalsze badania dotyczace wlasnosci rybo-
nukleazy porostowej oraz jej dzialania na WMT.

MATERIAL

Material do izolowania rybonukleazy stanowil handlowy porost
C. islandica (nazwa techniczna Lichen islandicus) pochodzacy z roku 1959
#z Mazowieckiej Wytwoérni Produktéow Zielarskich. Preparat drozdzowego
KRN firmy ,Merck® oczyszczano przez wytracanie alkoholem wg
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Frisch-Niggemeyera i wspdlpracownikow (1957) i stosowano
go jako substrat dla RNazy. Proby bioclogiczne przeprowadzano na rosli-
nach Nicotiana glutinosa wyhodowanych w szklarni.

Préby izolowania RNazy porostowej

Wzorujac sie na metodach McDonalda (1948) i Frisch-Nig-
gemeyera oraz Reddiego (1957) przeprowadzono nastepujgcy
prcees izolowania RNazy: 100 g sproszkowanego porostu ekstrahowano
1 litr wody destylowanej przez 1 dobe w temperaturze pokojowej. Frag-
menty tkanek oddzielano za pomoca tkaniny stylonowsaj, plyn odwirowy-
wano przy 4 tys. obr/min w ciggu 20 min, w celu usuniecia pozostatych

Izolowanie RNazy z porostu C. islandica

100 g sproszkowanego porostu
ekstrakcja 1-1-_1‘130 dest. przez 1 dobe -

oddzielié czesci stale, usunaé

ekstrat
wirowaé przez 20 min przy 4 tys. obr/min
o osad odrzucié
! (NH4)2SO4 do 40+ nasycenia, 30 min
w temp. 4°, sgczyé przez bibule Wh. Nr 1.
‘ - o “osad odrzucié
przesacz
ﬁ } (NH4)2SO4 do 80%0 masycenia, kilka godz
2 | w temp. 4°, sgczy¢ przez bibul?m\.{h. 1. . -
5|
e osad przesgcz odrzucié
2 | eluowaé buferem octanowym
pH 5,0, wirowaé
| S . B e
eluat

— | powtorzyé trzykrotnie proces
I wytrgcania (NH4)>SOy4, jak z roztworem
Klarowny plyn

dializowaé w temp. 4° przez 48 godz.
wirowac¢ 15 min przy 10 tys. obr/min
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drobnych czgstek tkanki. Otrzymywano w ten sposéb wodny wyciag po-
rostowy, do ktérego dodawano siarczanu amonu do 40° nasycenia roz-
tworu i pozostawiano przez pol godziny w temperaturze 4°. Nastepnie
saczono przez bibule Whatman 1, osad odrzucano, a klarowny przesgcz
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zadawano powtoérnie siarczanem amonu do 80° nasycenia. W tym stanie
roztwor pozostawiano przez kilka godzin w temperaturze 4°. Po wytrace-
niu RNazy rcziwor saczono przez bibule Whatman 1, przesgez usuwano,
natomiast RNaze znajdujgca sie w osadzie, eluowano z saczka buforem
octanowym o pH 5,0 i wircowano. Klarcwny plyn poncwnie traktowzno
siarczanem amonu, najpierw do 40, a nastepnie do 80% nasycenia. Pro-
ces ten powtarzano trzykrotnie celem dokladniejszego oczyszczenia pre-
paratu. W ten sposéb uzyskano ciemnobrazowy, papkowaty preparat,
ktory rozpuszczano w 20 ml buforu octanocwego (pH 5,0) i wirowano. Kla-
rowny plyn dializowano w temperaturze 4° przez dwie doby wobec wody
destylowanej w woreczku celofanowym. Szczegdly procesu izolowania
RNazy z porostu przedstawiono w zalgczonym schemacie.

Otrzymany preparat RNazy postuzy! do nastepujacych badan:

Aktywnos§é RNazy w zaleznoséci od pH

1 ml preparatu RNazy inkubowano z 1 ml 0,5° KRN w obecnosci bu-
foréow octanowych o réznych pH (3,5—5,6) w temp. 28°. Po uplywie
40 min wytracono 15% kwasem tréjchlorcoctowym niestrawiony KRN
i odwirowywano go. Z klarownego plynu pobierano probki, ktore spalano
wg Bielozierskiego, Proskuriakowa (1954) i oznaczano
w nich fosfor calkowity kolorymetrycznie w fotometrze Pulfricha (filtr
czerwony S66 Zeiss).

Wplyw temperatury na aktywnosé¢ RNazy

Probke preparatu enzymatycznego podgrzewano w ciggu 15—20 min
do temp. 100°. Aktywno$é¢ RNazy oznaczano identycznie jak poprzednio.

Oznaczanie ogodlnej zawartosci azotu

Oznaczanie azotu przeprowadzano metoda mikro-Kjeldahla w mody-
fikacji Parnasa-Wagnera (opisanej przez Brzeskiego i Ka-
niuge 1957).

Wplyw RNazy porostowej na aktywnosé¢ WMT

Biologiczne proéby inaktywacji WMT otrzymanym preparatem RNazy
przeprowadzono na liSciach Nicotiana glutinosa, identycznie jak w pracy
poprzedniej (Moycho i wspdlpracownicy 1959). Zawiesing WMT pod-
dawano dzialaniu preparatu in vitro i zakazano nig rosline stosujac meto-
de polowek liSciowych. Poréwnywano ilosé plamek nektrotycznych na
poléwkach doswiadczalnych i kontrolnych.
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WYNIKI

Wstepne badania przeprowadzone metoda studzienek (Rennert,
Gubanski 1960) wykazaly niewielka, lecz uchwytng aktywnos$é rybo-
nukleazy w wodnym wyciagu z porostu C. islandica. Izolowanie enzymu
z C. islandica wykonano metodg dostosowang do warunkéw pracowni wg

Tabela 1

Cetraria islandica

Dziatanie RNazy z C. isl. na aktywnos¢ WMT in vitro
Action of lichen (Cetraria islandica) ribonuclease on activity of TMV in vite

Kontrola }WMT-}-RNaza
| Control ‘TMV—E-RNaSe

Suma nekroz na
6 polowkach lisci
Number of necroses
on 6_halves of leaves

418 5 4

znanych schematow McDonala (1948) i Frisch-Niggemeye-
ra (1957). Na tej drodze uzyskano plynny preparat wykazujgcy aktyw-
no$¢ RNazy. Zawiesina WMT poddana dzialaniu otrzymanego preparatu
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Ryc. 2. Wplyw temperatury na aktywnosé
RNazy z Cetraria islandica: 1 — Preparat
RNazy kontrolnej, pH 4,4, przyrost
P 0,148 mg; 2 — Preparat RNazy inakty-
" Ryc. 1. Aktywno§¢ RNazy z Cetraria wowanej w temp. 100° w ciaggu 15 min
islandica w zaleznoéci od pH pH 4,4, przyrost P 0,133 mg

rybonukleazy porostowej traci w okoto 99% zdolno$¢é wywolywania pla-
mek nekrotycznych na lisciach tytoniu. Efekt ten przedstawiono w ta-
beli 1.
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Na 6 poléwkach kontrolnych powstalo w sumie 418 nekroz, podczas
gdy na tyluz poléwkach doswiadczalnych powstaly tylko 4 nekrozy.

Aktywno$é otrzymanego preparatu RNazy badano w réznych pH
w zakresie od 3,5 do 5,5 (patrz wykres na ryc. 1). Najwyzszg aktywnosé
uzyskano przy pH 4,4. Przyrost fosforu w tym pH wynosil 0,15 mg na
1ml RNazy inkubowanej z 1ml 0,5 KRN przez 40 min. Innego opti-
mum nie stwierdzono. Dzialanie temperatury 100° w ciggu 15 min
zmniejszalo aktywno§¢ enzymu bardzo nieznacznie.

Obliczono réwniez ilo$é azotu przypadajaca na 1 ml otrzymanej RNazy.
Wynosi ona 0,361 mg, co odpowiada 2,26 mg bialka w jednym ml prepa-'
ratu (ryc. 2).

DYSKUSJA

Opierajac sie na znanych dotad metodach izolowania RNazy zwierze-
cej, jak i rodlinnej, otrzymano plynny preparat stopniem oczyszczenia
w przyblizeniu odpowiadajacy fazie surowego enzymu w metodach
McDonalda (1948), Frisch-Niggemeyera i Reddiego
(1960). Preparat taki zawiera znaczne iloSci fosfatazy. Z doS¢ wysokiej:
zawarto$ci bialka i brunatnej barwy uzyskanego preparatu mozna sadzi¢
o duzym stopniu jego zanieczyszczenia, ktére wynika z pewnych uprosz-
czen stosowanej metody izolowania enzymu. Fakty te z pewnoscig nie
pozostaja bez wplywu na przedstawione tu wyniki. Uzyskane dla RNazy
porostowej optimum aktywnosci, przypadajace na pH 4,4, oraz nieznaczne
tylko obnizenie aktywnosci preparatu poddanego 15 min gotowaniu po-
zwala sadzié, iz RNaza porostowa ma wlasciwosci zblizone do rybo-
nukleaz izolowanych z innych Zrédel. Frisch-Niggemeyer
i Reddi (1957) oznaczyli optimum aktywnosci RNazy wyizolowanej
z lidci tytoniu. Przypada ono na pH 4,5, podobnie jak w przypadku RNazy
porostowej. Rowniez stosunkowo duza odporno$é¢ rybonukleaz na inakty-
wacje termiczng jest faktem ogolnie znanym.

Otrzymany preparat enzymatyczny, podobnie jak wodny wyciag
z C. islandica, inaktywuje wirusa mozaiki tytoniowej. Wydaje sie praw-
dopodobne, iz frakcja ta moze mie¢ zwigzek ze stwierdzonym uprzednio
inhibitorem wirusowym.

Autorzy skladaja serdeczne podziekowania Kierownikowi Katedry p. Doc. Dr
Maciejewskiej-Potapczykowe]j za merytoryczne przedyskutowanie
niniejszej pracy.
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STRESZCZENIE

Z porostu Cetraria islandica izolowano rybonukleaze. Okreslano jej aktywnosé
w zaleznosci od pH i temperatury oraz wlasnosci antywirusowe.

(Wplynelo: dn. 23.V.1961 r.)

SUMMARY

Ribonuclease from lichen Cetraria islandica was isolated. Influence of pH and
temperature on activity of lichen ribonuclease and its anti TMV properties were
studied.
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