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Inkorporacja 32P do réznych frakcji kwasu rybonukleinowego
w mézgu embrionow kurzych

HUuropniopauma 32P K pasHbIM (bpakumAM PUOOHYKJIEHMHOBOM KMCJIOTHI
B MO3ry KYPHBIX 3MOpMOHOB

Incorporation of 32P into Different RNA Fractions of Embryo Chicken Brain

Synteza RNA przebiega odmiennie w moézgu organizmu mtodego w poréwnaniu
z mézgiem dojrzalym (1). Réwniez i inkorporacja aminokwaséw do bialek ryboso-
malnych mézgu zmniejsza sie z wiekiem zwierzecia (10, 11). Przebadano Kkinetyke
powstawania prekursoréw rybosomalnego RNA (r-RNA) i informacyjnego RNA
(m-RNA) w moézgu 2-tygodniowych szczurow (12).

W niniejszej pracy przeprowadzono badania na moézgu w stanie embrionalnym
w celu okreslenia szybko$ci inkorporacji 32P do poszczegédlnych typow kwasu rybo-
nukleinowego. '

OPIS DOSWIADCZEN

1. Preparatyka kwaséw nukleinowych pietnowanych 32P

Doswiadczenia przeprowadzano na mozgach 10-dniowych embrionéw kurzyck.
Fosfér radioaktywny wstrzykiwano pod kontrolg lampy do owodni jaja w poblizu
glowy w ilosci 83—130 pc. Stosowano %P jako ortofosforan sodowy (nosnikowy
1 mg P/ml) o pH 7,0 lub jako 3P beznosnikowy w roztworze soli fizjologicznej.
Po roznych czasach inkubacji z 3P (2—24 godzin) zabijano embriony przez deka-
pitacje i wypreparowywano mézg. Do kazdego do$wiadczenia przygotowywano ho-
mogenat z 20 mézgéw w buforze Tris 0,01 M o pH 7,2 z dodatkiem 0,14 M roztworu
NaCl. Calo§é¢ preparatyki przeprowadzano w temp. 0°C. Kwasy nukleinowe otrzy-
mywano metodg fenolowa przez 3-krotng ekstrakcje w obecnosci 1% soli sodowej
siarczanu dodecylu w temp. 0°C, 18°C oraz w lazni wodnej o temp. 60°C. Uzyskans
po wirowaniu faze wodng oczyszczano od $ladéw fenolu oraz zanieczyszczen bial-
kiem przez wytrzgsanie z réwng objetosciag roztworu chloroformu i alkoholu izo-
amylowego (15). Zawarte w fazie wodnej kwasy nukleinowe strgcano podwéjng
objetoscia 96%0 etanolu.
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2. Metody analityczne

Rozdzial kwasow nukleinowych przeprowadzano metodg chromatografii kolum-
nowej z metylowang albuming (7), stosujgc elucje linearnym gradientem chlorku
sodu (od 0,14 M do 0,9 M) w buforze Tris 0,00 M o pH 7,2, a nastepnie dodatkowsg
elucje 1,5M NaCl w 0,2M NH,OH. W prébkach uzyskanych z rozdzialu chromato-
graficznego wykonano pomiar absorpcji w 260 mu. Wyniki spektrofotometrycznych
oznaczen pozwolily wyodrebnié¢ cztery zasadnicze frakcje, ktore strgcono 96%o eta-
nolem. Kazdg frakcje poddano hydrolizie alkalicznej (13). Oznaczenia zawartosci
RNA oparto na reakcji orcynolowej' (9), za$ stezenie DNA okreslano testem z dwu-
fenyloaming (5) po uprzedniej hydrolizie kwasem nadchlorowym (3).

Sktad nukleotydowy poszczegélnych frakeji RNA okreslano rﬁetodq rozdzialu na
kolumnach jonowymiennych z Dowex 50 i Dowex 1 (6). Sklad zasad DNA analizo-
wano przy pomocy elektroforezy na zelu agarowym (4).

Enzymatyczng hydrolize RNA przeprowadzano w buforze cytrynianowym (8)
stosujgc rybonukleaze trzustkowg (EC 2.7.7.16, firmy BDH Anglia).

Pomiary radioaktywnosci analizowanych frakeji RNA po ich hydrolizie alka-
licznej wykonywano w mokrej warstwie postugujac sie licznikiem Geigera-Millera
z okienkiem mikowym 4 mg/cma?2,

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

W wyniku ekstrakeji kwaséw nukleinowych z homogenatu 20 modz-
géw embrionéw otrzymywano preparat, ktorego gestos¢ optyczna
w 260 mu wynosila srednio 200 jednostek. O czystosci preparatu kwasu
nukleinowego $wiadczy stosunek z pomiaru przy 280 mu i 260 mwu
réowny 0,53.

Kwasy nukleinowe rozdzielano na kolumnie z metylowana albuming
na cztery zasadnicze frakcje: pierwsza eluowatla sie 0,4 M NaCl, druga —
0,58 M NaCl, trzecia — 0,7 M NaCl, a czwarta wyptywala przy 1,5 M NaCl
w roztworze amoniaku. Nie analizowano natomiast produktow degradacji
kwaséw nukleinowych, ktore eluuja sie niskim stezeniem NaCl i wyply-
wajg zawsze przed zasadniczymi frakcjami. Obraz chromatograficznego
rozdzialu kwaséw nukleinowych przedstawia ryc. 1.

Analiza chemiczna wykazala, ze kwas rybonukleinowy zawarty w pre-
paracie rozdziela sie na cztery frakcje, przy czym w I wystepuje w ilosci
okoto 26%, w II okolo 13%, w III do 51%, a IV zawiera érednio 10% ca-
tego RNA. Natomiast kwas dezoksyrybonukleinowy wystepuje przede
wszystkim we frakeji II (91%), w III okolo 6%, w a IV zaledwie w ilo-
sci 3%.

Wydzielone frakcje kwasu rybonukleinowego roznily sie miedzy soba
swym skladem nukleotydowym, ktéry przedstawiono na tab. 1. Zgodnie
z danymi naszych uprzednich prac (2), sktad nukleotydowy RNA z frakcji I
jest charakterystyczny dla s-RNA, a z frakeji IT i III odpowiada r-RNA.
Natomiast RNA znajdujacy sie we frakcji IV charakteryzuje sie wysokg
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Ryc. 1. Rozdzial kwaséw nukleinowych z tkanki mézgowej embrionéw kurzych
na kolumnie chromatograficznej z metylowang albuming
Chromatography of nucleic acids from embryo chicken brain on the methylated
albumin kieselguhr column
1 — preparat nietrawiony RN-azg (before RN-ase), 2 — preparat po inkubacji z RN-azg
(after NR-ase), 3 — gradient chlorku sodu (gradient of sodium chlorine)

zawartoscig kwasu gwanilowego, co wskazywaloby na podobienstwo do
r-RNA. Przeprowadzono rowniez oznaczenia skladu zasad DNA z frak-
cji II, a wyniki umieszczono na tab. 1. '
Tab. 1. Skilad nukleotydowy roéznych frakeji RNA izolowanych z médzgu
embrionéw kurzych

Nucleotide composition of various RNA fractions isolated from embryo
chicken brain

Frakcje RNA Sklad zasad RNA w Mol %

eluowane z Kko- G+C A+G
lumny chromat. . 1 AU (T) (T) U+C
roztworem NaCl U (T G | c ! A

4

I 04 M 25,0 31,6 24,2 19,2 1,26 1,03
II 0,58 M 22,8 31,9 28.9 16,4 1,55 0,94
III1 0,7 M 22,7 31,9 28,7 16,7 1,64 0,95
IV 15 M w NH;, 22,3 36,0 24,6 17,1 1,54 1,12

DNA z frakeji II 30,2 19,2 20,9 29,7 0,67 0,97
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Szybkos¢ inkorporacji 32P do poszczegdlnych frakcji RNA okreslano
na zasadzie obliczenia aktywnosci wlasciwej (imp/min/ug P-RNA). Prze-
$ledzono zaréwno wplyw czasu inkorporacji z 3P na wzrost aktywno$ci
wlasciwej, jak i wplyw stezenia podanego izotopu. Wyniki ujeto w tab. 2.

Jak wynika z powyzszych doswiadczen, aktywnosci wlasciwe poszcze-
golnych frakcji RNA wzrastajg w miare przediuzania czasu inkubacji
z 32P, lecz nie ma réznicy pomiedzy aktywnoscig wlasciwg s-RNA i r-RNA.
Wykazano natomiast, ze RNA z frakcji IV posiada zawsze przynajmniej
dwukrotnie wyzszg aktywnosé wlasciwg od pozostalych frakeji RNA,
niezaleznie od czasu inkubacji oraz od stezenia podanego izotopu.

Tab. 2. Aktywnos$¢ wilasciwa RNA w modzgu embrionéw kurzych
po réznym czasie inkubacji z 32P
Specific activity of RNA from embryo chicken brain after different time
of incubation with 32P

Aktywno$¢ wladciwa (imp/min/pg P-RNA)
Ilos¢ 3P Czas inkubacji i I

w pe w godz. I (s-RNa) | IIPRNA towa=!pro pNay  1v
rzyszgcy DNA | |

|
131 230 18,8 17,1 ! 18,9 45,0
88 21 2,7 3.7 l 3,7 10,0
83 31 4,4 4,4 f 5,4 11,8
88 129 59,0 62,0 i 62,0 115,0
98 24% 101,0 110,0 | 100,0 270,0

Jak wynika z prac innych autoréw, w rozdziale chromatograficznym
kwasow nukleinowych elucja ponad 1 M chlorkiem sodu pozwala zaréwno
na oddzielenie szybko znakowanych frakeji RNA (16), jak i DNA (14).
Yoshikawa 1 wsp. (16) wykazali istnienie dwéch rodzajow RNA
z wysokg aktywnoscig wlasciwg, a mianowicie frakcje o skladzie nukleo-
tydowym odpowiadajgcym r-RNA, a drugg o typie DNA. Oba rodzaje
RNA eluowatly sie z kolumny z metylowang albuming roztworem NaCl
o stezeniu 1,05—1,15 M.

Aby sie przekona¢ czy RNA z frakeji IV jest frakcjg jednorodna,
przeprowadzono nastepujace doswiadczenie. Preparat kwaséw nukleino-
wych przed rozdzialem chromatograficznym poddano hydrolizie enzyma-
tycznej przez inkubacje z rybonukleazg. Z kolei wytragcano przy pomocy
alkoholu DNA oraz frakcje RNA oporne na dzialanie rybonukleazy. Uzy-
skany w ten sposob preparat rozdzielano na kolumnie z metylowang
albuming. Pomiary spektrofotometryczne wykazaly trzy szczyty absorpcji.
Pierwszy utworzony przez produkty degradacji RNA, drugi, ktoéry od-
powiada DNA, oraz trzeci najmniejszy eluujgcy sie 1,5 M chlorkiem sodu.
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Ten ostatni byl o wiele mniejszy w pordéwnaniu do preparatu nietrawio-
nego rybonukleazg. Zniknely natomiast szczyty pochodzgce od s-RNA
i r-RNA (ryc. 1). W ten sposoéb wykazano, ze mimo trawienia rybonu-
kleazg, czes¢ frakcji, ktéra eluuje sie z kolumny wysokim stezeniem
NaCl, jest niewrazliwa na dzialanie enzymu. W wyniku analizy chemicz-
nej stwierdzono, ze frakcja ta sklada sie zaréwno z RNA, jak i DNA.
Zbyt male ilosci RNA niewrazliwego na dzialanie rybonukleazy nie po-
zwolily na okreSlenie skladu nukleotydowego. Obliczono natomiast jego
aktywnos$¢ wlasciwg, ktora okazala sie¢ 7-krotnie wyzsza od aktywnosci
wlasciwej s-RNA i r-RNA. Fakt ten wskazywalby na istnienie we frak-
cji IV dwoch rodzajow RNA, ktore w rozdziale chromatograficznym za-
chowujg sie wprawdzie jednakowo, lecz réznig sie wrazliwoscig na dzia-
lanie rybonukleazy oraz aktywnoscig wlasciwa.

Tab. 3. Charakterystyka frakcji RNA towarzyszacych DNA
Characteristic of RNA fractions accompanying DNA

Elucja przed RN-azg ‘ po RN-azie
z kolumn ) o -
N y RNA/DNA a.kt. wla$ | RNA/DNA gkt. wias
a ciwa RNA ciwa RNA
| »
Frakcja IT 0,58 M ~0,07 110 1 ~0,01 ) 128
|
Frakcja IV LoM ~15 . 20 | 10 | 780
w NH; i ‘

Obecno$¢ RNA opornego na rybonukleaze wykazywalismy juz wczes-
niej w doswiadczeniach na mézgach dorostych szczuréw (2). Ten typ
RNA eluowal sie z kolumny chromatograficznej wraz z DNA przy ste-
zeniu 0,58 M NaCl. Réwniez w obecnych badaniach stwierdziliSmy, ze
czes¢ RNA towarzyszacego DNA we frakcji II jest niewrazliwa na rybo-
nukleaze. Istnieje jednak zasadnicza réznica miedzy RNA rybonukleazo-
-opornym z frakcji II a IV. Charakterystyke obydwu rodzsjow RNA
podano w tab. 3.

Na specjalng uwage zastlugujg trzy spostrzezenia, a mianowicie wy-
soka aktywno$¢ wiasciwa RNA wystepujacego we frakcji IV, jego rybo-
nukleazo-opornos¢ oraz réwna ilos¢ DNA, ktéra mu zawsze towarzyszy.
Powyzsze wyniki moglyby wskazywaé na naturalne polgczenie DNA
z bardzo aktywng metabolicznie {frakcjg RNA.
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PE3IOME

M3 MO3roB mecATHMAHEBHBIX KYPMHBIX SMOPMOHOB M3OJMPOBAIM KJeii-
MeHble 32P HyKJIeMHOBBIE KMCJIOTBI M Pas3fesuiy Ha KOJIOHKM U3 METUJIM-
poBaHHoOro ansbymmuHa (MAK).

WcenenoBany HYKJIEOTUAHBIM COCTAB M CBOMCTBEHHBIE aKTMBHOCTU OT-
AenpHEIX dpaxkimit RNA. He koHcTaTHMpoBasiy pasHul] B YAEJLHBIX aK-
TuBHOCTAX S-RNA 1 r-RNA.

dparums, noaydenHas BeIMbiBaHMeM 1,5 r.mous NaCl, comepxut Ha-
paay c¢ maaeiMu kosmdectBamMyu DNA gasa Buza RNA, oramuarommxcs
YYBCTBUTEJIBHOCTBIO K puboHyKJicase. CBOMCTBEeHHas aKTMBHOCTH pubo-
HyKJea3o-pesucTeHTHOro RNA 3HauMTeNbHO BBILIE CBOMCTBEHHBIX aKTHEB-
HOCTel ocTalbHBIX hpakimit RNA.

SUMMARY

$2P-labelled nucleic acids prepared from 10-day-old embryo chicken
brains were purified on a column of methylated albumin coated on kie-
selguhr (MAK).

The basic composition and the specific activity of various RNA-s were
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investigated. No difference has been shown in the specific activity of
s-RNA and r-RNA.

A fraction obtained by elution with 1.5M NaCl consists of ribo-
nuclease-sensitive RNA, ribonuclease-resistant RNA and a small quan-
tity of DNA. The specific activity of ribonuclease-resistant RNA in this
fraction was found to be considerably higher than that in other fractions.
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