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Rybonukleazy: RNaza, RNaza P i onkonaza
jako enzymy degradujace kwasy
rybonukleinowe (RNA)

Rybonukleazy (RNazy) sa enzymami, ktorych gléwna funkcja jest rozkladanie wiazan
fosfodiestrowych w kwasach rybonukleinowych (RNA). Obecnos¢ tych specyficznych
enzymow stwierdzono u wszystkich organizmow, przy czym w zaleznosci od gatunku réznia
sie one specyficznoscia oraz mechanizmem dzialania enzymatycznego [1]. Rybonukleazy
wystepuja takze w skorze ludzkiej, gdzie niektore RNazy z ludzkiego naskorka wykazuja
tylko aktywnos¢ hydrolityczna, podczas gdy inne uwazane sa za istotne w procesie
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przyczepnosci i zluszczania keratynocytow [6].
Scharakteryzowano dwie gtéwne klasy rybonukleaz, a mianowicie:

1. Endorybonukleazy tj. enzymy rozkladajace wiazania wewnatrz tancucha RNA
2. Egzonukleazy, ktérych zadaniem jesy uwalnianie nukleotydéwz kwasu rybonukleinowego (RNA)
na jego zakonczeniach.

Jako enzymy rybonukleazy pelnia w komorce réznorodne funkcje. I tak przypisuje sie im udziat
w procesie dojrzewania prekursoréw kwaséw nukleinowych oraz w rozktadzie RNA. Ponadto, Rnaza
I uczestniczy w uktadzie obronnym organizmu. Cho¢ specyficzno$¢ Rnaz wigze sie z jednoniciowymi
fragmentami kwasu rybonukleinowego, znana jest tez tzw. Rnaza H, ktéra atakuje hybrydy
RNA-DNA.

Obok typowych Rnaz wystepuja tez tzw. rybonukleazy cyklizujace, ktore rozktadaja wiazania
fosfodiestrowe z wytworzeniem posredniego produktu cyklicznego. Reakcja zachodzi w dwoch
etapach:

1. Rybonukleazy katalizuja specyficzne rozbicie wiazan fosfodiestrowych w kwasach
rybonukleinowych. W wyniku ich dziatania powstaja jedno- oraz kilkonukleotydy. W reakcji tej
najpierw tworzy sie koncowy cykliczny 2’3’-nukleotyd, powstajacy na skutek przeniesienia reszty
fosforowej z wegla 5’ rybozy sasiedniego nukleotydu na wegiel 2’ rybozy poprzedzajacego
nukleotydu.

2. W drugim etapie dochodzi do hydrolitycznego rozbicia wiazania przy weglu 2’, a nastepnie tworzy
sie nukleotyd koncowy, ktory jest zestryfikowany z kwasem fosforowym przy weglu 3'[1].

W komorkach roslinnych wystepuja rybonukleazy roslinne, ktére réwniez rozktadaja wszystkie
rodzaje RNA- najlatwiej jednak atakuja mRNA. Aktywnos$¢ enzymu zalezy od bardzo wielu warunkow
i tak:

- od stanu fizjologicznego komorki

- warunkéw srodowiska (wpltywaja one na synteze nowych drobin enzyméw, jak réwniez na ich
konformacje, a to z kolei wplywa na stopien czynnosci biologicznej)

- aktywnos¢ Rnaz zwieksza sie w trakcie starzenia sie komdrki i w ekstremalnych warunkach, co
prowadzi do nadmiernego rozkltadu RNA oraz zaburzen w syntezie biatek [2].

Ponadto, aktywnos¢ RNaz ulega podwyzszeniu np. w okresie kietkowania nasion czy w trakcie
zachodzenia procesu apoptozy. Dodatkowo, niektorzy autorzy (np. Lehmann i wsp. 2001, czy Raj
i wsp. 2001), donosza, ze do stymulacji aktywnosci Rnaz dochodzi takze podczas ataku
fitopatogenéw i w warunkach niedoboru fosforu [3].

Udzial RNazy P w powstawaniu tRNA

Wszystkie rodzaje tRNA powstaja z dtuzszych transkryptow tzw. pre-tRNA. Zanim czasteczki stana
sie wlasciwym tRNA przechodza proces dojrzewania, na ktory sktada sie kilka etapow:

1. Odciecie sekwencji liderowej z z konca 5’-

2. Odciecie dwdch nukleotydé z konca 3’

3. Dodanie do konca 3’ sekwencji CCA

4. Wyciecie centralnego intronu z czasteczki pre-tRNA.



5. Ostatnim etapem dojrzewania jest chemiczna modyfikacja zasad azotowych. Caly ten proces
katalizowany jest wlasnie przez RNazy oraz inne enzymy, ktére modyfikuja zasady. RNaza P
odpowiada za dojrzewanie konca 5’ tRNA.

RNaza P zbudowana jest z jednej czasteczki RNA (tworzacej centrum ) i jednej czasteczki biatka
(odpowiedzialnego za utrzymanie aktywnej konformacji). Jako enzym RNaza P zalicza jest do
endonukleaz (podobnie jak RNazy D,E czy F) [4], [5]. Rybonukleaza P(RNaza P) jest wiec kluczowym
enzymem w biogenezie tRNA, ktdéry katalizuje endonukleolityczne rozszczepienie prekursoréw tRNA
oraz generuje ich dojrzaty koniec 5’ [5]. Jedna z pierwszych katalitycznie scharakteryzowanych
rybonukleaz byta RNaza P pochodzaca z bakterii [5].

Izolacja RNazy P z keratynocytow skory (wg Pavlidou D. i wsp. 2005).

Jako materiat do badan wykorzystano keratynocyty ludzkiej skory, odpowiednio przygotowane.
Komérki pobrano ze skéry pacjentow z otytoscia poddanych wczesniej abdominoplastyce (plastyka
brzucha) . Komérki przygotowuje sie przez odpowiednia preparatyke, na koncu prébki poddaje sie
wirowaniu w 4[JC przez 5 minut, a Zzywotnosc keratynocyté mierzy sie testem z biekitem trypanu [6].

Fig. 1. Complete separation of human epidermis from dermis subsequent to incubation with dispase
(haematoxylin-eosin, x400). Zdjecie: Kompletny podziat ludzkiego naskorka od skory wtasciwej po
inkubacji Z dispazq (naturalna proteaza),
http://www.medicaljournals.se/acta/content/?doi=10.2340/00015555-0019&html=1

Oczyszczanie enzymu:

Uzyskane komérki w ilosci 5x10° zawieszono w 4 ml lodowatego buforu A (tj. 10 mM HEPES
o pH=7.9; 10 mM KCI; 0,1 mM EGTA; 1 mM ditriotreitol (DTT); 0,5 mM fluorek
fenylometylosulfonylu (PMSF)) i pozostawiono do specznienia na 30 minut. Nastepnie, dodano (0,6%
v/v)detergent Nonidet P-40(octyl phenoxylpolyethoxylethano), po czym zawiesine homogenizowano,
po czym odwirowano. Po wirowaniu otrzymane peletki zawieszono w 1 ml lodowatego buforu C (tj.:
20 mM HEPES o pH=7.9; 0,4 M NaCl; 1ImM EDTA; 1mM EGTA; 1mM ditiotreitol; 20% gliceryna),
probke energicznie wytrzagsanow temperaturze 4st.C przez 30 minut. Zanieczyszczenia jadrowe
usunieto przez 15 minutowe odwirowanie przy 14000 obr./minute, po czym ekstrakt przechowywano
w -20 st.C [6].

Komoérkowe i jadrowe ekstrakty dializowano przez noc w 2 L buforu B (tj.: 50 mM fosforan potasu,
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pH=7.0; 0,1 mM ditiotreitol; 10% glicerol objetosciowo), po czym prébke w obj. 3 ml naniesiono na
kolumne fosfocelulozowa (P-11) zréwnowazona wczesniej buforem B (jak wyzej). Kolumne
pzremywano tym samym buforem do momentu, az nie zaobserwowano spadku absorbancji A=280
nm do zera. RNaze P eluowano z kolumny za pomoca 9 ml liniowego gradientu od 50 do 500 mM
NH4Cl w buforze B. Otrzymane aktywne frakcje enzymu potaczono i dializowano przez noc w 2 L
buforu K (tj.: 5 mM MgCl,; 100 mM NH4Cl; 50 mM tris-HCI o pH=7.5) w obecnosci 20% glicerolu.
Prébke podzielono na mate porcje , po czym przechowywano w temperaturze -20 st.C [6].

Aktywnosc¢ rybonukleolityczna

W homogenatach uzyskanych z komoérek zwierzecych wystepuja dwa optymalne stezenia jonoéw
wodorowych. W pH kwasowym mieszczacym sie w granicach 5.2- 5.8 oraz pH zasadowym (7.8 - 8.2)
stwierdza sie optymalna aktywnos¢ RNaz. Co wiecej, przeprowadzone badania wykazaly, ze
aktywnos¢ tego enzymu w pH kwasowym jest mniejsza, niz w pH zasadowym. Miedzy RNazami
kwasowymi i zasadowymi wystepuje kilka rézni¢ m.in. rybonukleazy kwasowe sg wrazliwe na
temperature i traca swoja aktywnos¢ w rozcienczonych kwasach, z kolei RNazy zasadowe sa
stosunkowo odporne na dzialanie wymienionych czynnikéw [1].

Metoda Mc Donald- izolacja RNazy z tkanki trzustkowej

Metode otrzymywania krystalicznej rybonukleazy po raz pierwszy opisat Kunitz (1940). Od tego
czasu prowadzono badania, w trakcie ktorych wykazano, ze enzym ten nie tylko ma zdolnos¢
degradowania kwasu rybonukleinowego, ale takze do hydrolizy biatka [7]. Procedura opisana przez
Kunitz’'a zostata nieznacznie zmieniona na przestrzeni lat. W metodyce zmieniono kilka etapdw,
dzieki czemu udato sie otrzyma¢ RNaze wolna od wszelkich zanieczyszczen, a czasteczna RNazy jest
praktycznie nienaruszona [7].

Metoda izolacji opiera sie na ekstrakcji RNazy z tkanki za pomoca 0,12 M roztworu H2S04.
Kolejnym etapem jest frakcjonowanie za pomoca (NH,),SO,. Cala preparatyke nalezy wykonywacé
w temperaturze 4st.C [1].

Otrzymywanie surowego preparatu rybonukleazy

Wykonanie:

Ekstrakcja I: Jako materiat do badan nalezy wykorzystac trzustke bydleca, z ktérej ekstrahuje sie
RNaze za pomoca lodowatego 0,12 M roztworu kwasu siarkowego (H,SO,). Caly proces prowadzis ie
pzrez 24 godziny, po czym kwasowy ekstrakt pozostawia sie w niskiej temperaturze, a trzustke
poddaje sie oczyszczaniu (usuniecie ttuszczu oraz tkanki tacznej).

Kolejnym etapem jest homogenizacja tkanki, ktéra ponownie zalewa sie zimnym roztworem H,SO,
(0,12 M) w proporgcji: 2 L kwasu na 1 L zmielonej tkanki. Kolejna ekstrakcje prowadzi sie przez 18 do
24 godzin, ze sporadycznym wytrzgsaniem. Po ekstrakcji, homogenat trzustki nalezy przesaczy¢
przez gaze, a pozostala tkanke zalewa sie réwna objetoscig 0,12M H2S04 . Tak przygotowana
probke pozostawia sie na 1 godzine [1], [7].

Przesacz otrzymany z trzech kolejnych ekstrakcji nalezy potaczy¢, po czym doprowadzi¢ do 65%
nasycenia roztworem (NH4)2S04. W tym celu dodaje sie 430 g (NH,),SO, w substancji na 1 litr
przesaczu. W celu uformowania osadu , otrzymany ekstrakt pozostawia sie na 24 godziny, po czym
odsacza wysolone biatka przez saczki wykonane z bibuty Whatman nr 2 [1], [7].



Powstaty przesacz zachowuje sie, a osad traktuje sie rowna objetoscia wody (w stosunku do uzytej
ilosci trzustki bydlecej) wraz z dodatkiem 430 g (NH,),SO, na 1 litr zawiesiny. Tak przygotowana
probke ponownie pozostawia sie na 24 godziny. Po uplywie czasu inkubacji probke odsacza sie (jak
wyzej), a osad odrzuca [1], [7].

Wysolenie surowej frakcji enzymu:

W tym celu potaczone przesacze doprowadza sie do do 80% nasycenia (NH,),SO,, dodajac 105
gramoéw (NH,),SO, na 1 litr roztworu i odstawia na 24 godziny. Po wytraceniu osadu ciecz nalezy
ostroznie zdekantowac , a dalej odwirowa¢ przy 400 obr./minute w wiréwce z chiodzeniem.
Otrzymany w ten sposob osad stanowi surowy preparat RNazy [1], [7].

Oczyszczanie RNazy

W celu oczyszczenia preparatu RNazy z enzyméw proteolitycznych, nalezy wczesniej otrzymany osad
enzymu rozpusci¢ w wodzie w proporcji 5 ml wody na 1 g osadu. Ponadto, do roztworu enzymu
nalezy doda¢ 20% nasycony roztwoér (NH,),SO, (pH=3) z wyliczeniem 20 ml roztworu (NH,),SO, na 1
g RNazy. Roztwor (NH,),SO, doprowadza sie do odpowiedniego pH za pomoca 5M roztworu kwasu
siarkowego.

Tak przygotowana probke podgrzewa sie do temperatury w granicach 95 st.C - 100 st.C stale
mieszajac, po czym probke gwaltownie sie oziebia do temperatury ok. 20-25 st.C. Nastepnie,
poddaje sie probke 1-godzinnej inkubacji (w tej temperaturze). W trakcie inkubacji dochodzi do
wytracenia sie enzymo proteolitycznych, ktore nastepnie adsorbowane sa na ziemi okrzemkowej (1 g
ziemi okrzemkowej na 100 ml zawiesiny). Osad pzresacza sie na lejku Buchnera, a nastepnie
przemywa sie 3-krotnie za pomoca matych ilosci zakwaszonego do pH=3 roztworu (NH,),SO, (20%
nasycenie). W dalszym etapie oczyszczania, otrzymany przesacz doprowadza sie do dp 50%
nasycenia (NH,),SO, (dodajac 18,8 g (NH,),SO, na 100 ml cieczy). Po uptywie godzinnej inkubacji,
osad nalezy odsaczy¢, po czym go odrzuci¢. RNaze odzyskuje sie z przesaczu po wysoleniu za
pomoca siarczanu amonu o 80% nasyceniu ( w tym celu dodaje sie 21 g (NH,),SO, na 100 ml
przesaczu). Po uptywie 24 godzin nalezy odwirowa¢ osad enzymu [1], [7].

Krystalizacja jest metoda oczyszczania zwiazkow chemicznych. Caly proces polega na otrzymaniu
nasyconego roztworu substancji, ktora oczyszczamy w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika.
Nastepnie, roztwoér poddaje sie saczeniu (oddzielenie ewentualnych nierozpuszczalnych
zanieczyszczen) i ochtodzeniu (otrzymanego przesaczu) [11].

Zazwyczaj, state zwiazki organiczne, ktére sa bezposrednio wydzielone w okreslonej reakcji nie sa
chemicznie czyste (zawieraja niewielkie ilosci innych zwigzkéw okreslanych mianem
zanieczyszczen). Zanieczyszczenia powstaja jednoczesnie z gtéwnym produktem reakcji, w zwiazku
z czym probki takie wymagaja oczyszczenia. W wiekszosci przypadkéw oczyszcza sie je przez
krystalizacje z odpowiednim rozpuszczalnikiem lub z mieszaning rozpuszczalnikéw.

Sam proces krystalizacji polega na wykorzystaniu réznicy rozpuszczalnosci zwiazkéw
w odpowiednich rozpuszczalnikach (lub ich mieszaninach) [12].

Do podstawowych etapéw krystalizacji zalicza sie:



1. rozpuszczenie zanieczyszczonej substancji w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku- proces ten
zachodzi w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika (lub w jej poblizu)

. odsaczenie goracego roztworu (od nierozpuszczalnych sktadnikéw oraz zanieczyszczen)

. ochlodzenie przesaczu (krystalizacja rozpuszczonego zwiazku)

. oddzielenie krysztatéw od roztworu (tzw. tugu pokrystalicznego)

. wWysuszenie otrzymanego zwiazku statego

. okreslenie czystosci zwiazkku [12].

S Ul WIN

Przygotowanie RNazy do krystalizacji

Otrzymany czysty preparat RNazy (oczyszczony z enzymoéw proteolitycznych) w ilosci 1 g rozpuszcza
sie w 5 ml wody, po czym za pomoca 5M roztworu wodorotlenku sodu doprowadza sie go do
pH=4.8. Po uzyskaniu pozadanego pH do probki dodaje sie 5 ml nasyconego roztworu siarczanu
amonu (na 1 g enzymu dodaje sie 1 g ziemi okrzemkowej na 100 ml cieczy). Osad odsacza sie i
odrzuca, zas przesacz doprowadza sie do nizszego pH=4.2 (0,5 M roztworem kwasu siarkowego - H,
S0O,) i wysala RNaze, doprowadzajac do 70% nasycenia siarczanem amonu przez dodanie 67 ml
nasyconego roztworu (NH,),SO, na 100 ml przesaczu. Po uptywie 24 godzin inkubacji w 4 st.C osad
rybonukleazy nalezy odwirowa¢ przy 400 obr./minute [1], [7].

Krystalizacja RNazy z siarczanem amonu

Cala preparatyke nalezy prowadzi¢ w temperaturze 0- 4 st.C .

Enzym przygotowany do krystalizacji rozpuszcza sie w 1 ml wody ( w stosunku 1g enzymu : 1 ml
H20). Wystepujace w probce substancje zanieczyszczajace adsorbuje sie na ziemi okrzemkowej
dodanej w stosunku: 5 g ziemi okrzemkowej na 100 ml roztworu. Powstaty osad odsacza sie na
bibule, po czym przemywa sie za pomoca wody.

Nastepnie, otrzymany przesacz nalezy doprowadzi¢ do pH réwnego 4.2- w tym celu stosuje sie 1 M
roztwor wodorotlenku sodu (NaOH) lub 0,5 M roztwdr kwasu siarkowego (H2S04)- probke nalezy
delikatnie miesza¢, az do momentu pojawienia sie opalizujacego zmetnienia roztworu. Proces
krystalizacji nalezy przeprowadza¢ w cieplarce o temp. 20-25 st.C. Po uplywie 3 dni, powstaly osad
odwirowuje sie, a tug pokrystalizacyjny doprowadza sie ponownie do pH réwnego 4.2 i znow
krystalizuje (jak wyzej) [1], [7].

Proces rekrystalizacji

Krystaliczng RNaze rozpuszcza sie wodzie, stosujac proporcje: 2 ml wody na 1 g otrzymanego
skrystalizowanego enzymu. Do rozpuszczonej probki dodaje sie 0,2 g ziemi okrzemkowej (na 2 ml
roztworu), a catosc odsacza sie na bibule. Pozostaly po saczeniu osad (znajdujacy sie na saczku)
nalezy przemy¢ malymi porcjami wody, a nastepnie doprowadzi¢ do pH=4.2 (dodaje sie nasyconego
roztworu (NH,),SO, do momentu pojawienia sie delikatnej opalescencji w probce. Taka probke
krystalizuje sie ponownie (w temp. 20-25 st.C) prze 48 godzin. Otrzymany krystaliczny osad poddaje
sie wirowaniu, za$ otrzymany po wirowaniu supernatant doprowadza sie ponownie do pH=4.2.
Supernatant dalej krystalizuje sie przez okres 3 dni (jak wyzej) [1], [7].

Rekrystalizowana Rnaze mozna réwniez rozpusci¢ w wodzie (w 1,5 ml) i dializowa¢ wobec wody.
Caly proces nalezy prowadzi¢ w temperaturze 0-4 st.C przez 24 godziny. Do dializatu w temp. 5 st.C
, dodaje sie nastepnie 96% roztwor etanolu (w stosunku: 12 ml etanolu na 1 ml roztworu). Dochodzi



do formowania sie osadu (w trakcie odstania probki przez 2 dni w temperaturze 10 do 20 st.C).
Odstany po czasie inkubacji krystaliczny osad, nalezy przemy¢ kilka razy 96% etanolem, po czym
wysuszy¢ w eksykatorze nad CaCl,. Opisany proces nazywa sie krystalizacja z etanolu [1], [7].

Onkonaza - bialko z aktywnoscia rybonukleazy

Onkonaza (ONC) jest stsounkowo niedawno poznanym biatkiem, ktére otrzymuje sie z jaj zaby Rana
pipiens. Jest bialkiem o masie czasteczkowej ronej 12000D, a buduje je pojedynczy tancuch
polipeptydowy skladajacy sie ze 104 aminokwaséw. Onkonaza podobnie jak inne RNazy wykazuje
wysoki stopien powinowactwa do niektéorych RNaz wystepujacych w organizmie czlowieka (np. do
RNazy trzustkowej czy watrobowej)[8].

Przeprowadzone badania wykazaty, ze biatko speinia szereg bardzo waznych funkcji. Dziatanie
biologiczne tego biatka, a zwlaszcza przeciwnowotworowe, jest Scisle zwiazane z aktywnoscia
rybonukleazy. Onkonaza prowadzi do Smierci komorki, przez rozklad wewnatrzkomorkowego RNA,
ponadto odpowiada za hamowanie syntezy biatek, a takze wzrostu i proliferacji. Ponadto, wykazano,
ze odpowiada za selektywng indukcje apoptozy komoérek nowotworowych (programowana $mierc).
Waznym elementem jej dzialania cytotoksycznego jest réwniez aktywnos¢ antyoksydacyjna [8].
Podobnie jak inne RNazy, onkonaza ma zdolnos¢ rozktadania ds RNA (jednoniciowego RNA). Moze
rowniez tworzy¢ aktywne biologicznie dimery.
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Zdjecie: Mechanizm dziatania biatka onkonazy [8].
http:// www.phmd.pl/fulltxthtml.php?ICID=905228

Onkonaza uwazana jest za najmniejsze biatko rodziny RNaz A, ktére zostato wyizolowane z oocytow
lub wczesnych embrionéw zaby (Rana pipiens). Onkonaza jest biatkiem stabilnym (temperatura
denaturacji) nawet w temperaturze siegajacej 87 st.C, ponadto jest odporna na degradacje przez
rozne proteazy. Biatko to indukuje apoptoze komoérek nowotworowych, a samo posiada niska
cytotoksycznosc [9].

W przeprowadzonych badaniach Saxena S. K. i wsp. (2003), stwierdzili, ze onkonaza jest mniej
wydajnym enzymem niz RNaza A. W optymalnych warunkach onkonaza wykazata sie kilkaset razy
nizsza szybkoscia reakcji w porownaniu do RNazy A. Optymalnym pH dziatania dla onkonazy okazato
sie pH=6.0, w ktorym to onkonaza wykazuje mniejsza réznice szybkosci reakcji w poréwnaniu do
RNazy A [10].

Autor: Lidia Koperwas
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