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[zolowanie preparatu rybonukleazy z siewek bobu

Ribonuclease preparation from broad bean seedlings

W. MACIEJEWSKA-POTAPCZYKOWA 1 H. GORNIAK

WSTEP

Rybonukleazy (RNazy) roSlinne sg jeszcze malo zbadane, co wigze sie
z trudnosciami izolowania tych enzyméw, a takze z brakiem tak dogod-
nego ich zrédla, jakim jest trzustka dla RNaz zwierzecych.

Do chwili obecnej wyizolowano ten enzym w mniej lub bardziej
czyste] postaci z niektérych roslin wyzszych i nizszych, a takze z mikro-
organizmow.

Doskonalenie metod izolowania RNaz moze przyczyni¢ si¢ nie tylko
do poznania ich budowy, ale takze do wyjasnienia roli tych enzymoéw
w procesach komoérkowych oraz rozszerzyé zastosowanie ich do badan
oligonukleotydéw i kwasow nukleinowych.

Sato-Asano i Egami (1960) przypisuja duze znaczenie przy-
sztym badanicm kwaséw nukleinowych na drodze ich hydrolizy enzyma-
tycznej RNazami o réinej specyfice. Autorzy ci sadza, ze tym sposobem
uda sie ustalié za pcmocg RNaz sekwencje nukleotydowa kwaséw nuklei-
nowych tak, jak obecnie okresla sie sekwencje aminokwaséw bialek
przez poddawanie ich powolnej hydrolizie enzymami proteolitycznymi.

Celem niniejszej pracy bylo otrzymanie preparatéw RNazy z mate-
riatu roslinnego oraz przebadanie ich termostabilnosci i zdolnosci od-
szczepiania nukleotydéw purynowych od KRN.

MATERIAL I METODY

Materialem, z ktérego otrzymywano preparaty RNazy, byly 8-dnio-
we siewki bobu (Vicia Faba) odmiany Windsor. Za wyborem tego ma-
terialu przemawiala wysoka aktywnos$é enzymatyczna siewek i kietku-
jacych nasion bobu.

Preparaty RNazy otrzymywano metoda Holden i Pirie (1955a).
Oznaczenia majace na celu charakterystyke preparatéw, jak oznacza-
nie aktywno$ci enzymatycznej i zawartosci fosforu przeprowadzono
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- réwniez metodami Holden i Pirie (1955a). Azot oznaczano mikro-
metodg Kjeldahla, opisang przez Bielozierskiego (1952). Przy
romiarze ilosci zasad purynowych stosowano metode spektrofotome-
tryczng Loringa (1952a). Wolne zasady purynowe uzyskane po hy-
drolizie KRN 2 N H3SO, oddzielano od towarzyszacych im nukleotydow
pirymidynowych przez wytracanie osadu srebrowego puryn. Nastepnie
z osadu przeprowadzano je do 0,1 N HCI, a otrzymany w ten sposéb
roztwér chlorowodorkéw puryn stuzyt do oznaczen spektrofotometrycz-
nych. Maksimum pochlaniania adeniny w 0,1 NHCl lezy w pasmie
262 mp, maksimum pochlaniania guaniny w 247 mu, Poniewaz w roz-
tworach znajdowaly sie obok siebie obie puryny, wykonywano wiec
pomiary gestosci optycznej przy dwoch dilugosciach fal, dla ktérych réz-
nice w wartosciach molowych wspo6lczynnikéw ekstynkeji byly mozli-
wie najwieksze. Absorpcje oznaczano w spektrofotometrze Zeissa. Po
wykonaniu pomiaréw wyliczano stezenia adeniny i guaniny (w molach
na litr) ze wzoréw:

6,66 < D2s> — 7,65 < Daso

Cad=
5,11 X 104
Cors — 1_3,1 X Djygo— 4,72 X Ds62 )
S 5,11 % 104

Dane do obliczen:
Dgﬁz = 0,595,
D230 = 0,310

OPIS DOSWIADCZEN

W poszukiwaniu odpowiedniego zrodia do izolowania RNazy prze-
badano aktywno$é tego enzymu u szeregu roslin. W zaleznosci od ma-
terialu roslinnego aktywnos¢ RNazy wahala sie w do$¢ szerokich grani-
cach. Dla przykladu podajemy zestawienie tej aktywnosci u kilku
roslin:

[ Aktywnosc
| RNazy w jed-
| nostkach Holden
| iPirienalg
| $wiezej masy

Roslina

[

Phucnica islandzka 1,9
Szpinak (liscie) 1 2,8
Szczaw (liscie) 34
Kietkujace nasiona owsa [ 6,3
Kietkujace nasiona bobu | 11,3

Siewki bobu bez liscieni | 12,9
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Uwzgledniajac wysoka aktywnos$¢ enzymatyczng siewek i k1elku—
jacych nasion bobu do izolowania RNazy uzyto tego materiatu.

Nasiona bobu moczono w wodzie przez 24 godziny i wysiewano do
skrzynek z piaskiem. Po 8 dniach liscienie odrzucano, a siewki rozdrab-
niano w maszynce do migsa. Z soku i ekstraktow uzyskanych przez kil-
kakrotne wytrzgsanie miazgi z 0,2 M wodnym roztworem cytrynianu
sodu o pH 7,5 uzyskiwano preparaty RNazy. Dalsze czynnosci wykony-
wane w trakcie oczyszczania preparatu przedstawia nastepujacy schemat:

Sok+cytrynianowe ekstrakty z siewek (A)

+HC1 do pH 5
- : e A \
osad odrzucono ptyn nadosadowy (B) pH 5-+(NH4);SO4 do 40%
nasycenia
7~ N S
osad odrzucono plyn nadosadowy +-(NH4)>S04 do 85 9, nasycenia+
+ziemia okrzemkowa
plyn nadosadowy odrzucono osad-+0,1 M bufor cytrynianowy, pH 5
yz e e
osad odrzucono plyn nadosadowy (D) poddano dializie w 0° C
w ciagu 24 godzin '
N — ot -
plyn nadosadowy (E) osad+0,1 M bufor cytrynianowy, pH 4
osad odrzucono plyn nadosadowy (E)-+(NH;4)2S04 do 50 9% na-
sycenia
e g = o
osad odrzucono plyn nadosadowy -+ (NHg)2SO4 do 85 9, nasycenia
plyn nadosadowy odrzucono osad-+0,1 M bufor cytrynianowy, pH 4
R - "
osad odrzucono plyn nadosadowy J

\

Przy poszczegblnych etapach oczyszczania preparatu (oznaczonych li-
terami A, B, D, E, F, J) badano aktywnos$¢ enzymatyczng RNazy. Wy-
niki tych oznaczen ilustruje tabela 1.

Jak wynika z powyzszego zestawienia, w czasie dializy frakcjiwﬁ
zachodza znaczne straty aktywnosci RNazy. Byé moze ujawniaja sie
one w nastepstwie inaktywacji enzymu lub niecatkowitego jego wymy-
cia 0,1 M buforem cytrynianowym o pH 4. Powodem tych strat moglo
by¢ takze uwolnienie wyciagu od jonéw albo zwigzkéw organicznych,
ktére pierwotnie mogly wplywaé aktywujgco na dzialalno$é enzyma=
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Tabela 1

Aktywnoé¢ RNazy przy roznych etapach oczyszczania preparatu, wyrazona w jednostkach Holden
i Pirie (1955a)

Etapy Preparat z siewek bobu Preparat z kietkujacych nasion bobu

oczysz- s o
czania A|B | D|E F | J A|B | D|E]|F | 3

Ilos¢ jed-
nostek ak-
tywnosci X
% 1000 38,2 | 344 | 31,1 | 85 | 59 50 | 83,7 713 69,2 31 )93 7,8

Ilosé jednos-
tek aktyw-
noscina | ;
Imgbiatka| — | — [ — | — | — |89 || — | — | — | — | — .| 158

tyczng wyciggu A. Mimo tych strat aktywnosci stosowano jednak po-
wyzsza procedure, poniewaz pozwalala ona na uwolnienie preparatu
od fesfatazy, czego nie osigga sie przez frakcjonowanie, wysalanie i uzy-
cie adsorbentow.

Preparat RNazy (J) przechowywano w lodéwce jako roztwoér stezony
w 0,1 M buforze cytrynianowym o pH4. W celu zabezpieczenia prepa-
ratu przed niszczgcym dzialaniem drobnoustrojéw, dodano do niego nie-
wielkg iloéé fenolu. :

Preparat z siewek bobu otrzymywano dwukrotnie. W obu przypad-
kach otrzymano podobng aktywno$é RNazy w poszczegélnych etapach
oczyszczania.

BADANIE TERMOSTABILNOSCI RNazy

RNaza otrzymana przez Holden i Pirie (1955b) z lisci grochu
(LRNaza) wykazywala nizsza odporno$é na ogrzewanie niz RNaza
z trzustki wolu. Dlatego tez poddano badaniom termostabilnosé RNazy
otrzymanej z siewek bobu.

Interesujace byloby przebadanie termostabilnosci RNazy w roztwo-
rach o réznym jej stezeniu i przy réznych pH. Wedlug Gajewskie]
i Shugara (1955) czynniki te wywieraja decydujacy wplyw na prze-
bieg procesu inaktywacji termicznej. Z uwagi jednak na brak dostatecz-
nej ilosci czystego preparatu doswiadczenie prowadzono tylko z roz-
tworem RNazy o stezeniu 12 jedn/ml w 0,1 M buforze cytrynianowym
o pH 6. Prébki tego roztworu ogrzewano na lazni wodnej w temperatu-~
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rach 60, 80 i 100°C przez 5 minut i w temperaturze 100°C w ciggu
20 minut, a nastepnie oznaczano ich aktywno$é enzymatyczng. Do ozna+
czen pobierano takg ilos¢ roztworu RNazy, ktéra przed ogrzaniem od-
powiadalaby 1 jednostce aktywnosci w 1 ml inkubatu. . _

Zmiany aktywnosci enzymatycznej preparatu RNazy przedstawione
sg w tabeli 2.

Tabela 2
Wplyw ogrzewania na aktywnos$¢ enzymatyczna RNazy wyizolowanej
z siewek bobu
RNazy - RNazy
nieogrze- Q=
wanej | 60°C 80°C 100°C | wanej 20
w 100°C
- ]
Aktywnoséé |
w jednost-
kach 1 0,92 0,74 0,64 0,60
Holden i Pirie

Dane te wskazujg, ze najwieksze zmniejszenie aktywnosci enzyma-
tycznej na jednostke czasu przypada na poczatkowe minuty ogrzewania
w temperaturze 100° i nieco nizsze w temperaturze 80°C. Przedluzenie
czasu inaktywacji termicznej z 5 minut do 20 minut powoduje juz nie+
wielki spadek aktywnos$ci preparatu. Nasuwaloby to wniosek o zmniej-
szeniu wrazliwosci termicznej preparatu po utracie 1/3 aktywnosci en-
zymatycznej. :

Wplyw czesciowej inaktywacji termicznej na zdolno$é odszczepiania
przez RNaze nukleotydéw i P calkowitego od KRN badano oznaczajgc
ich zawarto$¢ we frakeji kwasorozpuszezalnej. W tym celu inkubowano
w temperaturze 37°C probki o nastepujacym skladzie:

Roztwér KRN w stez. 400 mg P/1 w 0,025 M buforze cytr. o pH 6

Roztwor KRN w stez. 400 mg P/l w 0,025 M buforze cytr. o pH 6 +
+ RNaza 1 jedn. akt/ml.

Roztwér KRN w stez. 400 mg P/1 w 0,025 M buforze cytr. o pH 6 +
-+ RNaza ogrzew. w temp. 100° przez 20 minut. '

Wyniki pomiaréow ilosci P catkowitego odszczepionego od KRN po-
dane sg w tabeli 3. )

Z powyzszych danych wynika, ze RNaza inaktywowana termicznie
traci zdolno$¢ catkowitego rozkladania KRN. Po ogrzewaniu w tempera-
turze 100°C przez 20 minut pozostaje nie zmienione okoto 24% KRN.
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Tabela 3
Wplyw czgéciowej inaktywacji termicznej RNazy na ilos¢ P calkowitego odszczepionego przez
nia od KRN
. Czas inkubacji w godz 1 2 4 | 8 12 16 20 24 48
e — ' - S F— - —
KRN 1.7 1,8 2,1 39 | 4,8 7,3 10,1 | 124 | 31
KRN +RNaza 32 | 624 | 127 | 254 | 361 |
1 jedn/ml
KRN-+RNaza
czgsciowo inaktywo-
wana 19,3 | 40,8 81 153 211

ZDOLNOSC ODSZCZEPIANIA NUKLEOTYDOW PURYNOWYCH OD KRN
PRZEZ PREPARATY RNazy Z SIEWEK BOBU

Inkubowano prébki o skladzie identycznym jak przy oznaczaniu ilo-
$ci odszczepionego P calkowitego. Z inkubatéw pobierano prébki o ta-
kiej objetosci, by zawieraly w plynie niedosadowym (po strgceniu nie-
zuzytego KRN) okoto 200YP. Nukleotydy zawarte w plynie nadosadowym
poddano 1-godzinnej hydrolizie w 2 N H,SO; przy temperaturze 100°C.

Dalej postepowano juz zgodnie z metoda Loringa (1952b), zwiek-
szajgc jednak objetos¢é AgNO; o ilosé potrzebna do stracenia chlorkéw
powstalych po roziozeniu si¢ TCA (TCA byl uzyty w odezynniku strgca-
jacym). Jako slepe préby traktowano prébki pobierane z inkubowanego
réwnolegle KRN bez dodatku RNazy, ktore poddano tym samym zabie-
gom co préobki wlasciwe.

Wyniki uzyskane z pomiaru ilosci moli adeniny i guaniny w zwigz-
kach odszczepionych od KRN przez RNaze nie inaktywowana i inakty-
wowang czesciowo przedstawiaja wykresy (fig. 1 i 2).

W celu stwierdzenia efektywnosci enzymatycznego dzialania RNazy
oznaczano iloSci adeniny i guaniny w KRN zawartym w 1ml inkubatu.

Z obserwacji przebiegu przyrostu zasad purynowych mozna wy-
ciggng¢ nastepujgce wnioski, dotyczace wplywu ogrzewania na aktyw-
no$¢é enzymatyczng RNazy:

a. zachodzi zmniejszenie szybkosci przyrostu zasad purynowych,
szczeg6lnie adeniny,

b. nukleotydy adenilowe odszczepiane sg najwyzej w 67%,

¢. ilos¢ guaniny przy rozkladaniu KRN RNazg do chwili, kiedy prze-
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staje wzrasta¢ iloé¢ P calkowitego we frakcji kwasorozpuszczalnej jest
prawie na jednakowym poziomie tak w przypadku uzycia do inkubacji
RNazy czes$ciowo inaktywowanej, jak i nie inaktywowanej.

2 .f'._-_' 2
% .
e _—
/ %
< ° o _/ .
W
s/ 1 r
: /
=1 -
: o/
3 —-— Adenina
)/ Guanina
| O U N T I | l ) I T [ T N N N S
4 & 12 16 ?o 24 a8 12 16 20 24
godz, ————»
Fig 1 Fig 2

Fig. 1. Zalezno$¢ iloSci moli adeniny i guaniny w nukleotydach kwasorozpuszczal-
nych od czasu inkubowania KRN w stezeniu 400 mg/ml P z RNaza nie inaktywo-
wana (1 jedn/ml)

Fig. 2. Zaleznoé¢ iloéci moli adeniny i guaniny w nukleotydach kwasorozpuszeczal-
nych od czasu inkubowania KRN w stezeniu 400 mg/l P z RNaza czeSciowo 1nakty-
wowang w temp. 100°C przez 20 minut

WYNIKI I DYSKUSJA

Reasumujgc wyniki niniejszej pracy mozna stwierdzié, ze preparat
RNazy z siewek bobu, ktéry otrzymano metoda Holden i Pirie
(1955a):

1) wykazywal okolo 220 razy wyisza aktywno$é wlasciwg od wyecig-
gow pierwotnych;

2) ogrzewany w temperaturze 100°C przez 20 minut tracit okolo
40%, aktywnosci;

3) przy zastosowaniu cze$ciowo inaktywowanego preparatu enzymu
okolo 24°/0 KRN nie ulegalo hydrolizie;

4) czesciowo inaktywowany preparat RNazy wykazywal spadek
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aktywnosci odszczepiania kwasorozpuszczalnych nukleotydéw ademlo—
wych o 30%,.

Poréwnujac przebieg oczyszczania preparatu z siewek bobu i pre-
paratu z lisci grochu otrzymanego przez Holden i Pirie nasuwa
sie przypuszczenie, ze charakter polaczenia RNazy z siewek bobu ze
zwigzkami stracajgcymi sie w czasie dializy moze byé inny, niz w przy-
padku RNazy z liSci grochu. By¢ moze dlatego wlasnie obserwuie sie
duze straty aktywnosci enzymatycznej RNazy z siewek bobu (43%0)
w czasie dializy frakeji D, mimo ze na tym etapie oczyszczania prepa-
ratu LRNazy Holden i Pirie nie obserwowali strat aktywnosci
enzymatycznej. Jest réwniez mozliwe, ze RNaza z siewek bobu wymywa
sie¢ z osadu wraz ze zwigzkami blokujgcymi czesciowo jej aktywnosé
enzymatyczng lub tez, ze byla ona inaktywowana przez nieznane zwigzki
jeszcze przed procesem dializy.

Inng cecha odroézniajaca te dwie RNazy byla znaczna termostabilnosé
preparatu z siewek bcbu. W czasie ogrzewania w temperaturze 100°C
przez 20 minut w 0,1 M buforze cytrynianowym o pH 6 tracil on tylko
409 aktywnosci.

We wstepnych poszukiwaniach odpowiedniego zrédla do izolowania
RNazy stwierdzono, ze wyciagi z lici szezawiu, ktérych pH soku ko-
moérkowego wynosi 2.8, najefektywniej rozkladaly KRN przy pH 6
w temperaturze 37°C.

Matthews (1960) stwierdzil, ze wydzielina lisciowa roéliny owa-
dozernej Nepentes sp. o pH 3 zawiera RNaze charakteryzu’gca sie opti-
mum dzialania przy pH 5. Powyzsze obserwacje przeczylyby zalozeniu
Holden i Pirie (1955b), ze optimum dzialania RNazy danej ro-
§liny lezy w pH bliskim pH soku komoérkowego.

Zaklad Biochemii (Wplynelo: dn. 30.7.1961 r.)
Uniwersytetu Lodzkiego

SUMMARY

RNase preparations have been made from 8-days old broad bean seedlings by
the method of Holden and Pirie (1955a).

1. The purified RNase preparations have shown about 220 times as much
aclivity as the original sap. g

2. Heating of the purified enzyme preparation at 100°C for 20 minutes causes
a loss of about 40 of activity.

3. About 24% of RNA remain unaffected on application of this partially
inactivated enzyme preparation.

4. This partially inactivated enzyme causes a 30% drop in the hydrolysis or
acid soluble adenylic nucleotides.
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