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WSTEP

Rybonukleazy nalezq do grupy enzyméw hydrolitycznych i ich rola w suchych nasionach spro-
wadza si¢ gléwnie do hydrolizy maferiatu zapasowego nasienia po rozpoczgciv kietkowania
w celu dostarczenia substratéw potrzebnych do wzrostu zarodka. Akftywnosé RNazy, podobnie
jok i innych enzyméw hydrolitycznych, wzrsta stopniowo w czasie kietkowania nasienia [1-3,
9, 10, 14]. Czynnikiem powodujgcym wzrost cktywnosci RNazy jest kwas giberelowy (4, 6,
11-13]. Suche nasiona, tak jak i inne cze&ki rodlin, zawierajq kilka typéw RNazy /patrz prace
przeglqdowe: [8, 13, 18], ktére mogq pelnié rézne funkcje fizjologiczne. Z tego wzgledu ba-
danie zmian akfywnosci poszczegélnych pojedynczych enzyméw nukleolitycznych moze dostarczy¢
dodatkowych informacji, dofyczqcych fizjologicznej roli tych enzyméw we wczesnych etapach
kietkowania nasienia. W pracy fej izolowano i czgsciowo charakteryzowano réine typy enzyméw

posiadajqgcych aktywnosé RNazy, zawarfych w suchych nasionach tubinu.

MATERIALY | METODY
Materialy

tubin z6Hy Aupinus luteus odmiana Jantar/ pochodzil ze Stacji Hodowli Roélin Przebedowo.
Drozdzowy RNA pochodzil z firmy Fluka i byl dodatkowo oczyszczany fenolem, chloroformem

i wytrqcany joko sél cetylofré6jmetyloamonowa. Z tej samej firmy pochodzit Tris. Z firmy Koch-
~Light ofrzymano akrylamid i bis-akrylamid. Octan uranylu ofrzymano z firmy Chemapol. DNA
z grasicy cielecej pochodzit z firmy Sigma. Siarczan amonowy otrzymano z firmy Serva Bioche-
mical . DEAE Sepharose CL-6B pochodzita z firmy Pharmacia Fine Chemicals, a Ultrogel AcA 54
z firmy LKB.
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Metody

lzolacja rybonukleaz. Zmielono 1 kg nasion iubinu i zalano 5 | wody destylowanej,
zawierajgcej 0,01% azydku sodowego. Ekstrakcje prowadzono przez 24 h w temperaturze poko-
jowej. Mieszaning poddano nastepnie wirowaniu przez 30 min przy 2000 rpm /Mistral 6L, MSE/
w 4°C. Zlano supernatant przez gaz¢ i dodano NaCl do stezenia 0,1 M. Supernatant zakwa-
szono nastepnie kwasem octowym do pH 4,0 i pozostawiono na 1 h w 4°C. Wytrqcony osad od-
wirowano przez 30 min przy 2000 rpm w 4°C i odrzucono. pH supernatantu doprowadzono na-
stepnie do 7,0 stezonym roztworem NaOH i pozostawiono przez noc w 4°C. Wytrqgcony osad
odwirowano przez 30 min przy 2000 rpm w 4°C. Do supernatantu dodano staly siarczan amono-
wy do 80% nasycenia i pozostawiono na 1 h w 4°c. Wytrqcony osad, odwirowano przez 2 h
przy 5000 rpm /K 70, Janetzky/ i rozpuszczono w 400 ml buforu: 0,01 Tris-HCI, pH 7,2,

0,01% NaN3. Roztwér biatka dializowano przez noc wobec 5 | tego samego buforu.

Chromatografia na kolumnie DEAE Sepharose CL-6B. Oddializowany roztwér
biatka naniesiono na kolumng /5 c¢cm x 40 cm/ DEAE Sepharose CL-6B i kolumne przemyto bu-
forem 0,05 M Tris-HCI, pH 7,2, 0,05 M NaCl, 0,01% N0N3, w ilosci réwnej frzem objefos-
ciom kolumny. Biatko zaadsorbowane na kolumnie wymywano buforem: 0,05 M Tris=HCI, pH7,2,
zawieralycym gradient stezenia NaCl od 0,05 M do 0,5 M /3 1/. Zbierano frakcje po okolo

10 ml. We frakcjach oznaczono aktywno§é rybonukleazy, stezenie biatka oraz stezenie NaCl.

Sqczenie zelowe na kolumnie Ultrogel AcA 54. Frakcje zawierajgce aktyw-
noéé RNazy po chromatografii na DEAE Sepharose CL-5B zageszczano na malej kolumnie tego
samego wypelniacza i naniesiono na kolumne /2,5 cm x 90 em/ Ultrogel AcA 54, przemytq

uprzednio buforem: 0,05 M Tris=HCI, pH 7,2, 0,1 M NaCl, 0,01% NaN,_. Elucje kolumny

3

prowadzono fym samym buforem i zbierano frakcje po okolo 15 ml. We frakcjach oznaczano

aktywnosé RNazy i stezenie biatka.

Oznaczanie aktywnosci RNazy. Aktywnosé rybonukleazy oznaczano, stosujgc zmo-
dyfikowang mefode Tuve i Anfinsena [15]. Sklad mieszaniny inkubacyjne| byt nastepujacy:
50 pl 0,5 M octan sodowy, pH 5,5; 50 wl 1,5% roztwér RNA; 150 ul odpowiednio rozcieri-
czonego enzymu,. Prébki inkubowano przez 30 min w 37°c. Reakcje przerywano przez dodanie
50 ul 0,75% roztworu octanu uranylu w 25% kwasie nadchlorowym. Po § min od dodania od-
czynnika przerywajqcego prébki wirowano przez 6 min przy 16 000 rpm. Pobierano 100 pl su-
pernatantu i dodawano do 2 ml wody. Mierzono ekstynkecje rozcieficzonego supernafaniu przy
260 nm i na tej podstawie obliczano ilos¢ jednostek RNazy w prébie. Za jedng jednostke ak-
tywno&ci enzymu przyjeto takq jego aktywnosé, kiéra w 37°C w ciggu 1 minuty uwalnia z RNA

rozpuszczalne w kwasie nukleotydy, odpowiadajgce 1 jednostce optycznej przy 260 nm.
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Oznaczanie akfywnosci DNazy. Aktywnos¢ DNazy oznaczano w fen sam sposéb
jak aktywnosé RNazy, stosujgc jako subsirat natywny lub termicznie zdenaturowany DNA z gra-

sicy cielecej.

Oznaczanie stezenia biatka. Stezenie biatka oznaczano wg Bradford [5], stosujqc

joko wzorzec albuming wolowq.

Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym. Elekfroforeze w 10% zelu poliakry=-
loamidowym prowadzono w ukladzie opisanym przez Davis’a [7]. Po elektroforezie zele wybar-

wiano na aklywnosé RNazy wg Wilsona [17].

L o

WYNIKI

Izolacja i frakcjonowanie rybonukleaz

Do ekstrakeji rybonukleaz ze zmielonych nasion lubinu stosowano wode destylowanq i ekstrak-
cje prowadzono przez noc, co powodowalo, e wydajno$é ekstrakcji byla okoto trzy razy wyz-
sza w poréwnaniu z ekstrakcjq prowadzonq przez dwie godziny. Po zakoriczeniu ekstrakeji pH
ekstraktu wynosito okolo 5,5. Zakwaszenie ekstraktu do pH 4, a nastepnie zmiana pH do 7 po-
wodowaly wyfrgcanie sig duzej ilosci osadu, kiéry mégt byé usuniety przez odwirowanie . Jed-
noczeénie operacié te nie powodowaly spadku akfywnosci RNazy. Nastepnie biatko wyirgcono
przez dodanie siarczanu amonowego do 80% wysycenia, wydajno$é tego etapu wynosita od 60
do 80% . Tak przygotowane biatko rozdzielano na kolumnie DEAE Sepharose CL-6B. Okolo 20%
aktywnoséi RNazy w nanoszonym na kolumne biatku nie bylo adsorbowane w stosowanych warun-
kach. Aktywnosé rybonukleazy w biatku zatrzymywanym na kolumnie byla eluowana w gradien-
cie stezenia NaCl w trzech frakcjach zawierajqcych maksima aktywnoéci RNazy. Frakcije fe |
byly eluowane przy okolo 0,16, 0,24 i 0,31 ‘M NoCl i oznhaczone w fe\f pracy jako 1,2, 13
frys. 1/.

Frakcje biatkowe zawierajqce aklywnosé RNazy byly nastepnie poddane sqczeniv zelowemu
na kolumnie Ultrogel AcA 54. Rysunek 2 przedstawia chromatografie frakcji 1 na kolumnie
Ulfrogel AcA 54. Na profilu elucyjnym widoczne sq dwa maksima aklywnosci r);bonukleazy',
ktére oznaczono jako frakcje la i frakcje 1b /w kolejnosci elucji/. Gdy sqczeniu na kolumnie
Ultrogel AcA 54 poddano frakcje 2 i 3 ofrzymane po chromatografii na DEAE Sepharose, w obu
przypadkach na profilu elucyjnym obserwowano tylko jedno maksimum aktywnosci RNazy

/rys. 3, 4/.
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Rys. 1. Chromatografia biatka na kolumnie DEAE Sepharose CL=6B: 1 - stezenie biatka
2 - dktywnosé RNazy, 3 - stezenie NaCl ’
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Rys. 2. Chromatografia frakcji 1 na kolumnie Ultrogel AcA 54: 1 - stezenie biatka,
2 - daktywnosé¢ RNazy
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Rys. 3. Chromatografia frakeji 2 na kolumnie Ultrogel AcA 54: 1 - sfezenie biatka,
2 - aktywnosé RNazy
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Rys. 4. Chromafografid frakcji 3 na kolumnie Ultrogel AcA 54: 1 - siezenie biatka,
2 - oktywnosé RNazy

Elekiroforeza w zelu poliakryloamidowym

Biatko surowego eksiraktu poddano elektroforezie w 10% zelu polickryloamidowym. Po elek-
troforezie kolumienki wybarwiano na aktywno§é RNazy. Rozklad prqzkéw aktywnosci RNazy
przedstawiony jest na rysunku 5. Dwie nastgpne kolumienki na tym rysunku przedstawiajq roz-
klad prqzkéw aktywnosci po elektroforezie biatka z efapu doprowadzenia pH ekstraktu do 7
oraz po dializie biatka wytrqconego siarczanem amonowym.

Rozklad prqzkéw aktywnosci RNazy na tych frzech kolumienkach jest rézny, z tym ze we

wszystkich kolumienkach wysfepuje szeroki i intensywny prqzek w gérnej czesci kolumienki.
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Dalsze kolumienki na rysunku 5 przedstawiajq rozklad prqzkéw ofrzymany po elektroforezie
biatka nie adsorbowanego na kolumnie DEAE Sepharose oraz w frzech frakcjach aktywnosci elu-
owanych z kolumny gradientem stezenia NaCl. Na kolumienkach tych widoczne sq prqzki wy-

stepujqce zaréwno w gernych jok i w dolnych czesciach kolumienek.
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Rys. 5. Elekfroforeza w 10% zelu poliakryloamidowym. Po elektroforezie zele wybarw iano

na aklywnosé RNazy: a - surowy ekstrakt, b - biatko z etapu pH 7, ¢ - biatko po wytrq-

ceniu siarczanem amonowym i dializie, d - biatko nie zaadsorbowane na kolumnie DEAE

Sepharose, e - frakcja 1 z DEAE Sepharose, f - frakcja 2 z DEAE Sepharose, g - frak-

cia 3 z DEAE Sepharose, h - frakeja la po Ultrogel, i - frakcja 1b po Ultrogel, | - frak-
cja 2 po Ultrogel, k - frakcja 3 po Ultrogel

Elektroforezy biatka odpowiadajqcego frakcjom aklywnosci RNazy na profilach elucyjnych po
sqczeniu na Ulfrogel wykazujq obecno$é fylko jednego prqzka aktywnosci w przypadku frakcji
1b, 2 i 3 oraz dwéch prazkéw w przypa:iku frakeji 1a /rys. 5/. Po elektroforezie biatka oczy-
szczonego na kolumnie Ulfrogel AcA 54 nie obserwowano szerokich prqzkéw aktywnosci w gér=-

nej czeici kolumienki w zadnej z badanych frakeji.

Specyficzno§é substratowa enzyméw

Oznaczenia aklywnosci DNazy we frakcjach 1, 2 i 3 po chromatografii na kolumnie DEAE
Sepharose CL-6B /tab. 1/ wykazaly, ze frakcja 1 oprécz oktywnoéci RNazy zawiera takze
aktywnos¢ DNazy. Gdy frakcja ta byla dalej oczyszczana ng kolumnie Ulirogel AcA 54, to
frakcje zawierajgce aktywnosé RNazy /la i 1b/ nie zawieraly juz aklywnoici DNazy /tab. 1/.
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Tabela 1
Aktywnosé rybonukleaz tubinu wobec RNA i DNA
k
Frakcja Alctpsmote /E260/
RNA DNA natywny DNA zdenaturowany
Po DEAE Sepharose
1 0,4 - 0,17
2 0,7 - . 0,03
3 1,1 - 0,01
Po Ulfrogel
la 0,25 0,01 0,02
1b 0,50 0,01 0,02

Reakcje prowadzono tak jok opisano w "Metodach”, biorqe do oznaczenia takie same ilosci

odpowiedniego enzymu dla wszystkich substraféw.

DYSKUSJA

Zastosowanie metod chromatograficznych pozwolilo na rozdzielenie enzyméw suchych nasion
tbinu, posiadaiqcych aktywnosé RNazy na kilka frakeji. Podczas chromatografii biatka na ko-
lumnie DEAE Sepharose CL-6B ofrzymano cztery frakcje zawierajgce aktywnosé RNazy. Pierwsza
z tych frakeji - biatko nie zaadsorbowane na kolumnie - nie byla dalej badana w fej pracy.

Z kolumny wymywano nastepnie, stosujgc gradient stezenia NaCl, frzy dalsze frakcje biatkowe
zawierajgce aktywnosé RNazy, widoczne na profilu elucyjnym /rys. 1/. Stezenie NaCl pofrzeb-
ne do wymycia tych enzyméw wynosilo 0,16, 0,24 i 0,31 M dla frakeji oznaczonych kolejno
joko 1, 2 'i 3. Wyniki sqczenia zelowego na Utrogel AcA 54 frys. 3 i 4/ sugeruje, ze frakcje
2 i 3 zawierajq pojedyncze enzymy. Potwierdza fo elekfroforeza w zelu poliakryloamidowym
/rys. 5/. Obecno§¢ dwéch maksiméw aktywnosci RNazy na profilu elucyjnym w przypadku sq-

czenia zelowego biatka frakcji 1 moze éwiadczyé o obecnosci dwéch réznych enzyméw. Nie

mozna jednak wykluczyé mozliwosci, ze pierwszemu z tych maksiméw odpowiadajq agregaty enzy-

mu zawartego w drugim maksimum. Elekfroforeza nie daje w tym przypadku jednoznacznej od-
, powiedzi, poniewaz na kolumience /rys. 5/ widoczne sq dwa prqzki aktywnosci, jeden stabszy
na wysokoéci odpowiadajqcej prazkowi we frakcji 1b oraz drugi na gérze kolumienki.

W miare oczyszczania biatka obserwowano zmiang rozkladu prqzkéw aktywnosci RNazy po
elekiroforezie. Mozna przypuszczaé, ze szerokie prqzki aktywnosci RNazy w gérnych czgsciach
kolumienek, obserwowane w przypadku surowego ekstrakiu oraz frakcji z poczqtkowych eta-

péw oczyszczania, stanowiq agregaly enzyméw ze sobg lub z innymi bialkami.

\
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W miare oczyszczania enzyméw obserwuje sig zanik tych prqzkéw i pojawianie si¢ pojedyn-
czych, bardziej ostrych, prqzkéw aktywnosci w dolnej czgsci kolumienki. Frakcje ofrzymane
po chromatografii na DEAE Sepharose CL-6B wykazujq pofedni obraz prqzkéw.

Metode elekfroforezy w zelu poliakryloamidowym stosowano w celu analizy izoenzyméw rybo-
nukleaz [17]. Wy’niki‘ tej pracy sugerujq malq przydatnosé surowych ekstraktéw w badaniach
nad rybonukleazami suchych ziarniokéw metodq elekiroforezy w zelu poliakryloamidowym.
Wszystkie cztery enzymy zawarte we frakcjach la, 1b, 2 i 3 wykazywaly specyficznosé sub-
stratowg wobec RNA /tab. 1/. W oparciu o nomenklature Reddi’ego [13]) i Wilsona [16]nalezy
je sklasyfikowaé jako ro$linne RNazy /E.C.3.1.4.23/.

LITERATURA

1. Barker G. R, and Bray C. M.: w ed. G. L. Farkas, "Nucleic Acids and Proteins in Higher
Plants", Budapest, Akademai Kiado, 1972, str. 61-68,

. Barker G.R., Bray C. M. and Walter T. J.: Biochem. J. 1974, 142, 211-219.

. Beevers L. and Splittstoesser W. E.: J. Exp. Bot. 1968, 19, 698-711.

. Bennet P, A, and Chrispeels M. J.: Plant Physiol. 1972, 49, 445-447

. Bradford M. M.: Anal. Biochem. 1976, 72, 248-254.

. Chrispeels M. J. and Varner J. E.: Plant Physiol. 1967, 42, 398-406.

. Davis B. J.: Ann. N.Y. Acad. Sci. 1964, 121, 404-427. '

. Dove L. D.: Phytochemistry 1973, 12, 2561-70.

9. Ingle J.: Biochim. Biophys. Acta 1963, 73, 331-334.

10. Ingle J. and Hageman R. H.: Plant Physiol. 1965, 40, 48-53.

11. Jones R. L. and Price J.f\.lv\‘.i Planta 1970, 94, 191-202,

12. Mierzwidska T.: Acta Soc. Bot. Pol. 1977, 46, 69-78.

13. Reddi K. K.: w ed. G. L, Cantoni and D. R. Davis, "Procedures in Nucleic Acid Research}

New York, Harper and Row, 1966, str. 71-78.

14. Sutcliffe J. F. and Baset Q. A.: Plant Sci. Left. 1973, 1, 15-20.

15. Tuve T. W. and Anfinsen C. B.: J. Biol. Chem. 1960, 235, 3437-41.

16. Wilson C. M.: Plant Physiol. 1968, 43, 1332-38.

17. Wilson C. M.: Plant Physiol. 1971, 48, 64-68.

18. Wilson C. M.: Ann. Rev. Plant. Physiol . 1975, 26, 187-208.

0o N O 0 AW N



RYBONUKLEAZY SUCHYCH NASION tUBINU ZOLTEGO 141

d.boxupgkeBcra,l'.[yiHH, M.[leTmak
PUBOHYKIEA3H CYXUX CEMAH XEJIToI0 JDIMHA
Peapopue

A3 cyxux CeMfH XeJTOor'0 JADNHHA SKCTPArXPOBAHO 3H3HMH C AKTHBHOCTHD
puCoHyKI€a3H H pasfieNand HX Ha NATH PPAKOHE C HMCNOJHSOBAHHEM XDOMATO~
rpapul  DEAE Sepharose CL-6B ¥ yabrpareas AcA 54. Tpu H3 NMONydYeHHHX
dpaKmHH  COACDXEIH €JHHHJYHNE 3HI3IUMH cnenupuuecxue Ang puboHywieasH, Pe-
SyABTATH 3AEKTpOPOPE38 B NMOXHAKDHIGOAMHAHOM rele yKa3HBaDpT Ha& ofpa3oBa=
HNE arperares 3THX 3H3HMOP MNPH NPUMEHEHHMHM HEOYHMEHHHX MpEenaparoB.

E. Borzyszkowska, H. Cudny, M. Pietrzak

RIBONUCLEASES IN DRY SEEDS OF YELLOW LUPINE

Summary

Enzymes of the RNase activity were extracted from dry seeds of yellow lupine and sepa-
rated into five fractions using the chromatography of DEAE Sepharose CL-6B and Ultragel AcA
54, Three of the fractions obtained contained single enzymes, specific towards RNA. Results
of the electrophoresis in the polyacriloamide gel proved formation of aggregates of these enzy-
mes at application of non-purified preparations.
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