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WSTĘP 

Rybonukleazy należą do grupy enzymów hydrolitycznych i ich rola w suchych nasionach spro- 

wadza się głównie do hydrolizy materiału zapasowego nasienia po rozpoczęciu kiełkowania 

w celu dostarczenia substratów potrzebnych do wzrostu zarodka. Aktywność RNazy, podobnie 

jak i innych enzymów hydrolitycznych, wzrsta stopniowo w czasie kiełkowania nasienia [1-3, 

9, 10, 14]. Czynnikiem powodującym wzrost aktywności RNazy jest kwas giberelowy [4, 6, 

11-13]. Suche nasiona, tak jak i inne części roślin, zawierają kilka typów RNazy /patrz prace 

przeglądowe: [8, 13, 18], które mogą pełnić różne funkcje fizjologiczne, Z tego względu ba- 

danie zmian aktywności poszczególnych pojedynczych enzymów nukleolitycznych może dostarczyć 

dodatkowych informacji, dotyczących fizjologicznej roli tych enzymów we wczesnych etapach 

kiełkowania nasienia. W pracy tej izolowano i częściowo charakteryzowano różne typy enzymów 

posiadających aktywność RNazy, zawartych w suchych nasionach łubinu. 

MATERIAŁY I METODY 

Materiały 

Łubin żółty /Lupinus luteus odmiana Jantar/ pochodził ze Stacji Hodowli Roślin Przebędowo. 

Drożdżowy RNA pochodził z firmy Fluka i był dodatkowo oczyszczany fenolem, chloroformem 

i wytrącany jako sól cetylotrójmetyloamonowa. Z tej samej firmy pochodził Tris. Z firmy Koch- 

-Light otrzymano akrylamid i bis-akrylamid. Octan uranylu otrzymano z firmy Chemapol. DNA 

z grasicy cielęcej pochodził z firmy Sigma. Siarczan amonowy otrzymano z firmy Serva Bioche- 

mical. DEAE Sepharose CL-6B pochodziła z firmy Pharmacia Fine Chemicals, a Ultrogel AcA 54 

z firmy LKB.
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Metody 

Izolacja rybonukleaz. Zmielono | kg nasion łubinu i zalano 5 | wody destylowarej, 

zawierającej 0,01% azydku sodowego. Ekstrakcję prowadzono przez 24 h w temperaturze poko- 

jowej. Mieszaninę poddano następnie wirowaniu przez 30 min przy 2000 rpm /Mistral 6L, MSE/ 

w 4 C. Zlano supernatant przez gazę i dodano NaCl do stężenia 0,1 M. Supernatant zakwa- 

szono następnie kwasem octowym do pH 4,0 i pozostawiono na 1 h w 4C. Wy trącony osad od- 

wirowano przez 30 min przy 2000 rpm w 4C i odrzucono. pH supernatantu doprowadzono na- 

stępnie do 7,0 stężonym roztworem NaOH i pozostawiono przez noc w 4C. Wytrącony osad 

odwirowano przez 30 min przy 2000 rpm w 4°C. Do supernatantu dodano stały siarczan amono- 

wy do 80% nasycenia i pozostawiono na 1 h w 4C. Wy trącony 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% ММ. . Roztwór białka dializowano przez noc wobec 5 | tego samego buforu. 

Chromatografia na kolumnie DEAE Sepharose CL-6B. Oddializowany roztwór 

białka naniesiono na kolumnę /5 cm x 40 cm/ DEAE Sepharose CL-6B i kolumne przemyto bu- 

forem 0,05 M Tris-HCI, pH 7,2, 0,05M NaCl, 0,01% МаМ., w ilości równej trzem objętoś- 

ciom kolumny, Białko zaadsorbowane na kolumnie wymywano buforem: 0,05 M Tris-HCI, pH7,2, 

zawierają cym gradient stężenia NaCl od 0,05 M do 0,5 M /31/. Zbierano frakcje po około 

10 ml. We frakcjach oznaczono aktywność rybonukleazy, stężenie białka oraz stężenie NaCl. 

Sqączenie żelowe na kolumnie Ultrogel AcA 54. Frakcje zawierające aktyw- 

ność RNazy po chromatografii na DEAE Sepharose CL-5B zagęszczano na małej kolumnie tego 

samego wypełniacza i naniesiono na kolumnę /2,5 cm x 90 cm/ Ulfrogel AcA 54, przemytą 

uprzednio buforem: 0,05 M Tris-HCI, pH 7,2, 0,1 MNaClI, 0,01% NaN,. Elucję kolumny 
3 

prowadzono tym samym buforem i zbierano frakcje po około 15 ml. We frakcjach oznaczano 

aktywność RNazy i stężenie białka. 

Oznaczanie aktywnosci RNazy. Aktywność rybonukleazy oznaczano, stosując zmo- 

dyfikowaną metodę Tuve i Anfinsena [15]. Skład mieszaniny inkubacyjne| był następujący: 

50 wl 0,5M octan sodowy, pH 5,5; 50 wl 1,5% roztwór RNA; 150 ml odpowiednio rozcień- 

czonego enzymu. Próbki inkubowano przez 30 min w 37C. Reakcję przerywano przez dodanie 

50 pl 0,75% roztworu octanu uranylu w 25% kwasie nadchlorowym. Po 5 min od dodania od- 

czynnika przerywającego próbki wirowano przez 6 min przy 16 000 rpm. Pobierano 100 pal su- 

pernatantu i dodawano do 2 ml wody. Mierzono ekstynkcję rozcieńczonego supernatantu przy 

260 nm i na tej podstawie obliczano ilość jednostek RNazy w próbie. Za jedną jednostkę ak- 

tywności enzymu przyjęto taką jego aktywność, która w 37°C w ciqgu | minuty uwalnia z RNA 

rozpuszczalne w kwasie nukleotydy, odpowiadające | jednostce optycznej przy 260 nm.
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Oznaczanie aktywności DNazy. Aktywność DNazy oznaczano w ten sam sposób 

jak aktywność RNazy, stosując jako substrat natywny lub termicznie zdenaturowany DNA z gra- 

sicy cielęcej. 

Oznaczanie stężenia białka. Stężenie białka oznaczano wg Bradford [5], stosując 

jako wzorzec albuminę wołową. 

Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym. Elektroforezę w 10% żelu poliakry- 

loamidowym prowadzono w układzie opisanym przez Davis”a [7]. Po elektroforezie żele wybar- 

wiano na aktywność RNazy wg Wilsona [17]. 
ge 

WYNIKI 

Izolacja i frakcjonowanie rybonukleaz 

Do ekstrakcji rybonukleaz ze zmielonych nasion łubinu stosowano wodę destylowaną i ekstrak- 

cję prowadzono przez noc, co powodowało, że wydajność ekstrakcji była około trzy razy wyż- 

sza w porównaniu z ekstrakcją prowadzoną przez dwie godziny. Po zakończeniu ekstrakcji pH 

ekstraktu wynosiło około 5,5. Zakwaszenie ekstraktu do pH 4, a następnie zmiana pH do 7 po- 

wodowaly wytrqcanie się dużej ilości osadu, który mógł być usunięty przez odwirowanie. Jed- 

nocześnie operacje te nie powodowały spadku aktywności RNazy. Następnie białko wy frącono 

przez dodanie siarczanu amonowego do 80% wysycenia, wydajność tego etapu wynosiła od 60 

do 80%. Tak przygotowane białko rozdzielano na kolumnie DEAE Sepharose CL-6B. Około 20% 

aktywnośći RNazy w nanoszonym na kolumnę białku nie było adsorbowane w stosowanych warun- 

kach. Aktywność rybonukleazy w białku zatrzymywanym na kolumnie była eluowana w gradien- 

cie stężenia NaCl w trzech frakcjach zawierających maksima aktywności RNazy. Frakcje te | 

były eluowane przy około 0,16, 0,24 i 0,31 MNacCl i oznaczone w tej pracy jako 1,2,i3 

туз. ТИ. 

Frakcje białkowe zawierające aktywność RNazy były następnie poddane sączeniu żelowemu 

na kolumnie Ultrogel AcA 54. Rysunek 2 przedstawia chromatografię frakcji I na kolumnie 

Ultrogel AcA 54. Na profilu elucyjnym widoczne są dwa maksima aktywności rybonukleazy, 

które oznaczono jako frakcję la i frakcję lb /w kolejności elucji/. Gdy sączeniu na kolumnie 

Ultrogel AcA 54 poddano frakcje 2 i 3 otrzymane po chromatografii na DEAE Sepharose, w obu 

przypadkach na profilu elucyjnym obserwowano tylko jedno maksimum aktywności RNazy 

/rys. 3, 4/.
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Rys. 1. Chromatografia białka na kolumnie DEAE Sepharose CL-6B: ] - stężenie białka 
2 - aktywność RNazy, 3 - stężenie NaCl ‘ 
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Rys. 2. Chromatografia frakcji | na kolumnie Ultrogel AcA 54: 1 - stężenie białka, 

2 - aktywność RNazy
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Rys. 3. Chromatografia frakcji 2 na kolumnie Ultrogel AcA 54: 1 - stężenie białka, 
2 - aktywność RNazy 
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Куз. 4. Chromatografia frakcji 3 na kolumnie Ultrogel AcA 54: 1 - stezenie białka, 
2 - aktywność RNazy 

Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym 

Białko surowego ekstraktu poddano elektroforezie w 10% żelu poliakryloamidowym. Po elek- 

troforezie kolumienki wybarwiano na aktywność RNazy. Rozkład prążków aktywności RNazy 

przedstawiony jest na rysunku 5. Dwie następne kolumienki na tym rysunku przedstawiają roz- 

kład prążków aktywności po elektroforezie białka z etapu doprowadzenia pH ekstraktu do 7 

oraz po dializie białka wytrąconego siarczanem amonowym. 

Rozkład prążków aktywności RNazy na tych trzech kolumienkach jest różny, z tym że we 

wszystkich kolumienkach występuje szeroki i intensywny prążek w górnej części kolumienki.
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Dalsze kolumienki na rysunku 5 przedstawiają rozkład prążków otrzymany po elektroforezie 

białka nie adsorbowanego na kolumnie DEAE Sepharose oraz w trzech frakcjach aktywności elu- 

owanych z kolumny gradientem stężenia NaCl. INa kolumienkach tych widoczne są prążki wy- 

stępujące zarówno w gernych jak i w dolnych częściach kolumienek. 
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Rys. 5. Elektroforeza w 10% żelu poliakryloamidowym. Po elektroforezie żele wybarwiano 

na aktywność RNazy: a - surowy ekstrakt, b - białko z etapu pH 7, c = białko po wytrą- 

ceniu siaczanem amonowym i dializie, d - białko nie zaadsorbowane na kolumnie DEAE 

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

cja 3 z DEAE Sepharose, h - frakcja la po Ultrogel, i - frakcja Ib po Ultrogel, | - frak- 

cja 2 po Ultrogel, k - frakcja 3 po Ultrogel 

  
  

  

  

  

                            
    

  

Elektroforezy białka odpowiadającego frakcjom aktywności RNazy na profilach elucyjnych po 

sączeniu na Ulfrogel wykazują obecność tylko jednego prążka aktywności w przypadku frakcji 

Ib, 2 i 3 oraz dwóch prążków w przypadku frakcji la /rys. 5/. Po elektroforezie biatka oczy” 

szczonego na kolumnie Ultrogel AcA 54 nie obserwowano szerokich prążków aktywności w gór- 

nej części kolumienki w żadnej z badanych frakcji. 

Specyficzność substratowa enzymów 

Oznaczenia aktywności DNazy we frakcjach 1, 2 i 3 po chromatografii na kolumnie DEAE 

Sepharose CL-6B /tab. 1/ wykazały, że frakcja | oprócz aktywności RNazy zawiera także 

aktywność DNazy. Gdy frakcja ta była dalej oczyszczana na kolumnie Ulfrogel AcA 54, to 

frakcje zawierające aktywność RNazy /la i Ib/ nie zawierały już aktywności DNazy /tab. 1/.
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Tabela 1 

Aktywność rybonukleaz łubinu wobec RNA i DNA 

t 
Frakcja Пунто GZA 

RNA DNA natywny DNA zdenaturowany 

Po DEAE Sepharose 

1 0,4 - 0,17 
2 0,7 - „0,03 
3 1,1 = 0,01 

Po Ultrogel 
la 0,25 0,01 0,02 
Ib 0,50 0,01 0,02 

Reakcję prowadzono tak jak opisano w "Metodach", biorąc do oznaczenia takie same ilości 

odpowiedniego enzymu dla wszystkich substratów. 

DYSKUSJA 

Zastosowanie metod chromatograficznych pozwoliło na rozdzielenie enzymów suchych nasion 

łubinu, posiadających aktywność RNazy na kilka frakcji. Podczas chromatografii białka na ko- 

lumnie DEAE Sepharose CL-6B otrzymano cztery frakcje zawierające aktywność RNazy. Pierwsza 

z tych frakcji - białko nie zaadsorbowane na kolumnie - nie była dalej badana w tej pracy. 

Z kolumny wymywano następnie, stosując gradient stężenia NaCl, trzy dalsze frakcje białkowe 

zawierające aktywność RNazy, widoczne na profilu elucyjnym /rys. 1/. Stężenie NaC| potrzeb- 

ne do wymycia tych enzymów wynosiło 0,16, 0,24 i 0,31 M dla frakcji oznaczonych kolejno 

jako 1, 2 i 3. Wyniki sączenia żelowego na Utrogel AcA 54 /rys. 3 i 4/ sugeruje, że frakcje 

2 i 3 zawierają pojedyncze enzymy. Potwierdza to elektroforeza w żelu poliakryloamidowym 

/rys. 5/. Obecność dwóch maksimów aktywności RNazy na profilu elucyjnym w przypadku są- 

czenia żelowego białka frakcji I może świadczyć o obecności dwóch. różnych enzymów. Nie 

można jednak wykluczyć możliwości, że pierwszemu z tych maksimów odpowiadają agregaty enzy- . 

mu zawartego w drugim maksimum. Elektroforeza nie daje w tym przypadku jednoznacznej od- 

„powiedzi, ponieważ na kolumience /rys. 5/ widoczne są dwa prążki aktywności, jeden słabszy 

na wysokości odpowiadającej prążkowi we frakcji lb oraz drugi na górze kolumienki. 

W miarę oczyszczania białka obserwowano zmianę rozkładu prążków aktywności RNazy po 

elektroforezie. Można przypuszczać, że szerokie prążki aktywności RNazy w górnych częściach 

kolumienek, obserwowane w przypadku surowego ekstraktu oraz frakcji z początkowych eta- 

pów oczyszczania, stanowią agregaty enzymów ze sobą lub z innymi białkami.
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W miarę oczyszczania enzymów obserwuje się zanik tych prążków i pojawianie się pojedyn- 

czych, bardziej ostrych, prążków aktywności w dolnej części kolumienki. Frakcje otrzymane 

po chromatografii na DEAE Sepharose CL-6B wykazują pośredni obraz prążków. 

Metodę elektroforezy w żelu poliakryloamidowym stosowano w celu analizy izoenzymów rybo- 

nukleaz [17]. Wyniki. tej pracy sugerują małą przydatność surowych ekstraktów w badaniach 

nad rybonukleazami suchych ziarniaków metodą elektroforezy w żelu poliakryloamidowym. 

Wszystkie cztery enzymy zawarte we frakcjach la, 1b, 2 i 3 wykazywały specyficznosé sub- 

stratową wobec RNA /tab. 1/. W oparciu o nomenklaturę Reddi”ego [13]i Wilsona [16]należy 

je sklasyfikować jako roślinne RNazy /E.C.3.1.4.23/. 
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РИБОНУКЛЕАЗЫ СУХИХ СЕМЯН ЖЕЛТОГО ЛЮПИНА 

Резюме 

Из сухих семян желтого люпина экстрагировано энзимы с активностью 

рибонуклеазы и разделяли их на пять фракции с испельзованием хромате- 

графии DEAE Sepharose CL-6B и ультрагеля АсА 54. Три из полученных 

фракции. содержали единичные энзимы специфические для рибенуклеазы. Ре- 

зультаты электрефореза в пелиакрилеамидном геле указывают на образова- 

ние агрегатев этих энзимов при применении неочищенных препаратов. 

E. Borzyszkowska, H. Cudny, M, Pietrzak 

RIBONUCLEASES IN DRY SEEDS OF YELLOW LUPINE 

Summary 

Enzymes of the RNose 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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