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Nowa metoda przechowywania biologicznie aktywnych preparatow tRNA
HoBrblit MeTox XpaHeHusa OGMOJOTHMYECKM aKTUBHBIX npenapatos TPHK

A New Method for Storage of Biological Active tRNA

Wewnatrzmitochondrialna i cytozolowa biosynteza biatka w tkance moézgowej
rozni sie miedzy innymi aktywnoscia aminoacylo-tRNA syntetaz oraz niejednakowsg
iloscig izoakceptorowych tRNA (1, 2, 3). Do badan wymagana jest znaczna ilos¢
czystych prepartéw tRNA. Uzyskanie dostatecznych ilo$ci tRNA w trakcie jedno-
razowej preparacji jest zbyt trudne, dlatego tez otrzymane kazdorazowo preparaty
tRNA muszg byé konserwowane. Mozna je przechowywaé w postaci suchego prosz-
ku, w postaci zliofilizowanej, w roztworze alkoholu etylowego badZ w roztworze
wodnym w formie zamrozonej (—20°C).

~

Celem niniejszej pracy bylo przebadanie wplywu réznych warunkow
konserwacji na aktywnos¢ akceptorowsg preparatow tRNA. .

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzano na swiezych mézgach cielecych. Do badan uzy-
wano glownie kory mozgowej, ktéra oddzielano od pozostalych elementéw anato-
micznych mézgu i umieszczano natychmiast w lazni lodowej.

Preparatyka tRNA

100 g tkanki moézgowej homogenizowano w 150 ml 0,1 M buforu Tris-HC],
pH 7,5, z 1,0 M NaCl, 0,05 M EDTA oraz 150 ml 80% fenolu nasyconego wodg z 0,1%
8-hydroksychinoling w homogenizatorze typu Waring-Blendor.

Homogenat wirowano przy 15000Xg w ciggu 15 min. Gérng faze poddawano
ponownej ekstrakcji z réwna objetoscig fenolu w ciggu 60 min. i wirowano.” Kwasy
nukleinowe zawarte w fazie wodnej wytracano 3 obj. alkoholu etylowego i pozosta-
wiano w temp. —20°C przez 24 godz.
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Odwirowany osad rozpuszczano w 0,3 M octanie sodu i do roztworu dodawano
powoli kroplami 0,54 obj. izopropanolu. Otrzymany osad wirowano przy 8000Xg
w ciggu 5 min. i odrzucano, a do supernatantu dodawano 0,44 obj. izopropanolu.
Odwirowany osad stanowil totalny preparat tRNA moézgowego (7).

Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym

Elektroforeze preparatéw tRNA wykonywano w szklanych rurkach o wymia-
rach: 10 cm dlugosdci i 5 mm $rednicy wewnetrznej, wypelnionych 5% zelem o skla-
dzie: akrylamid, nadsiarczan amonu, DMNAP, 0,12 M bufor Tris-HCl, pH 7,2 (5).
Czas polimeryzacji zelu wynosilt 3 godz. Wstepna elektroforeza bez naniesionego
preparatu trwala 40 min., przy natezeniu 5 mA na rurke i 7 V/em w buforze 0,04 M
Tris, 0,02 M CH;COONa, 2 mM EDTA o pH 7,2.

Preparaty tRNA nanoszono w 10% roztworze sacharozy w 0,1 M CHy;COONa
w ilosci ok. 30 pg (ok. 1 OD) kwasé6w nukleinowych na rurke. Wilasciwy rozdzial
kwaséw nukleinowych trwal ok. 90 min. Rozdzielone preparaty wybarwiano 0,005%
roztworem Stains-allu w formamidzie w ciggu 12 godz., nie zwigzany barwnik wy-

mywano woda. Intensywno$é barwy odczytywano w densytometrze firmy Kipp-
-Zonen, '

Preparatyka aminoacyl-tRNA syntetazy

Tkanke moézgowa homogenizowano w 0,25 M sacharozie, 10 mM Tris-HC],
pH 7,4, 10 mM octanie magnezu i 5 mM merkaptoetanolu. Homogenat wirowano
przy 105 000Xg w ciggu 90 min. Osad odrzucano, a z supernatantu wysalano biatko
enzymatyczne przez precypitacje siarczanem amonu do 60% nasycenia. Osad roz-
puszczano w 5 ml 0,05 M buforu fosforanowego, pH 7,2, i dializowano przez 24 godz.
wobec tego samego buforu (8). Stezenie bialka oznaczano metodg Lowry (4).

Oznaczanie aktywnosci akceptorowéj
Aktywno$¢ akceptorowg oznaczano na podstawie pomiaru radioaktywnosci
UC-glutamyl-tRNA.

Skiad mieszaniny inkubacyjnej: 50 umoli Tris-HC], pH 7,2, 10 pmoli MgCl,,
2 pmole ATP, 1 umol ditiotreitolu, 5—10 nC #C-kwasu glutaminowego, 0,5—1 mg
enzymu, 2 jedn. opt. tRNA. Proba kontrolna zawierala wszystkie sktadniki, z wy-
jatkiem tRNA, czas inkubacji 30 min. w temp. 37°C. Mieszanine inkubacyjng nano-
szono na sgczki miliporowe ,Sartorius” i plukano na zimno 5% kwasem tréjchloro-
octowym (6).

*  Aktywno$é mierzono w 5 ml scyntylatorze (4 g PPO, 0,1 g POPOP w 1 1 to-
luenu) w liczniku scyntylacyjnym firmy Intertechnique (France).

OMOWIENIE WYNIKOW

Swiezo uzykane preparaty tRNA z tkanki moézgowej wykazywaly w
rozdziale elektroforetycznym na zelu poliakrylamidowym znaczng hete-
rogennost. Obok frakecji 4S i 5S stwierdzono obecno$¢ 2 pasm migrujg-
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cych bardzo powoli; prawdopodobnie bylo to DNA i biatko, oraz obec-
nos¢ frakeji posrednich (ryc. 1).

Mimo pewnej heterogennosci mie oczyszczone dodatkowo preparaty
tRNA charakteryzowaly sie” wysoka aktywnoscig akceptorows, ktéra
w trakcie przechowywania stopniowo malala. Wartos¢ spadku aktywnosci
akceptorowej uzalezniona byla od sposobu konserwacji (tab. 1).

Ryc. 1. Elektroforetyczny rozdziat tRNA na
5% zelu poliakrylamidowym; a — densy-
togram tRNA po preparacji, b — densyto-
gram tRNA po 30 dniach konserwacji w
roziworze wodnym, ¢ -— densytogram
tRNA po 30 dniach konserwacji w roztwo-
rze alkoholowym, d — densytogram tRNA
po liofilizacji, e — densytogram tRNA
po liofilizacji na Zelu Sephadex G-25
Electrophoretic profiles of tRNA on 5%
polyacrylamide gel; a — densitometric
tracings of tRNA after preparation, b —
densitometric tracings of tRNA after 30
days of storage in water solution, ¢ —
densitometric tracings of tRNA after 30
days of storage in alcohol solution, d —
densitometric tracings of tRNA after lio-
philisation, e — densitometric tracings of
tRNA after liophilisation with Sephadex
G-25

@

Jak wynika z przedstawionych danych, po 30 dniach konserwacji to-
talny preparat tRNA przechowywany w roztworze wodnym (—20°C) tra-
cit ok. 30% aktywnosci wyjsciowej, konserwowany w alkoholu etylowym
— ok. 29%, a przechowywany w postaci suchego proszku w temp. poko-
jowej — ok. 20%.

Zastosowanie liofilizacji wprawdzie przeciwdzialalo utracie aktywno-
Sci w czasie, ale sam proces okazal sie zbyt drastyczny, gdyz aktywnosé¢
akceptorowa preparatu tRNA zmniejszala sie o ok. 30% (tab. 2).

Roéwnolegle z oznaczaniem aktywnosci akceptorowej preparatow, kon-



174 Halina Zarnowska, Wlodzimierz Baranowski

Tab. 1. Wplyw warunkéw konserwacji na aktywnoséé akceptorowsg tRNA
Acceptor activity of tRNA under different storage conditions

Aktywnosé akceptorowa tRNA w pM *

g <
Sposoéb 5 - S - S -
konserwacji = = o ‘g 8 g 8
0 [=] - o - Lol -
g T - Qe ” (ol = 2
8 Qo R B = & ES
tRNA w roztwo-
rze wodnym 234 197 16 189 19 160 31
tRNA w roztwo-
rze alkoholo- :
wym 234 192 18 181 23 165 29
tRNA w postaci
suchego proszku 234 190 19 191 20 181 22

* Srednia z 6 eksperymentow.

* Average of 6 experiments.

Tab. 2. Wplyw liofilizacji na aktywnosé akceptorowg tRNA
Effect of lyophilization on the acceptor tRNA activity

Aktywnosé akceptorowa w pM *

Rodzaj
proby przed po %
liofilizacjg liofilizacji " strat
tRNA liofilizo-
‘wane 234 156 33
tRNA liofilizowa- .
ne Sephadexem 234 210 10

* Srednia z 6 eksperymentéw.

* Average of 6 experiments.
serwowanych metodami podanymi wyzej, przeprowadzano - ich rozdzial
elektroforetyczny na zelu poliakrylamidowym.

Stwierdzono, ze istnieje Scista korelacja zmian miedzy aktywnoscig ak-
ceptorowyg a spektrum rozdzialu elektroforetycznego (ryc. 1). Zmiany w
obrazie elektroforetycznym dotyczg przede wszystkim frakeji 5S i frakeji
posrednich, w nieco mniejszym stopniu pozostalych frakeji. Szczegdlne na-
silenie zmian obserwuje sie dla preparatu tRNA- konserwowanego w alko-
holu etylowym i dla preparatu poddanego liofilizacji. Wydaje sig, ze w
czasie przechowywania preparatu tRNA nastepujg powigzane ze sobg pro-
cesy degradacji i agregacji czgsteczek pochodzgcych z poszczegdlnych
frakeji, co w rozdziale elektroforetycznym daje obraz znacznej heterogen-
nosci w stosunku do preparatu wyjsciowego. Destrukcyjnego wplywu
mozna unikngé, stosujgc liofilizowanie preparatow tRNA zwigzanych
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przez Sephadex G-25. W tym celu na kolumnach o wymiarach 0,6 X6 cm,
wypelnionych przez Sephadex G-25 (po 24 godz. pecznienia), wigzano
tRNA w proporcji 20 jedn. optycznych tRNA na 300 mg zelu. Po liofili-
zacji preparat tRNA z Sephadexu G-25 ekstrahowano dwukrotnie 0,01 M
buforem fosforanowym, pH 7,0. W tych warunkach utrata aktywnosci ak-
ceptorowej preparatu tRNA wynosifa ok. 10%.

Potwierdzono elektroforetycznie, ze niewielkiemu spadkowi aktywno-
$ci akceptorowej preparatu tRNA, tym sposobem konserwowanego, towa-
rzysza nieznaczne zmiany w obrazie rozdzialu elektroforetycznego.

Uzyty do liofilizacji Sephadex G-25 okazal sie wysoce uzyteczny w
konserwacji preparatéw tRNA. Nawet po uptywie 50 dni preparat tRNA,
eluowany z zelu Sephadex G-25, wykazywal nie zmieniong aktywnosé
akceptorowg w stosunku do preparatu wyjsciowego.
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PE3IOME .

IIpenrapatel TPHK 6b1nM XpaHeHB! B BOAHOM M aJIKOTOJLHOI cpele, B Buiae Cy-
XOro IIOpOIIKa, B JuodpuiusopaHuoM Buzge ¢ Cedagexcom I'-25 M B amnoduiamM3oBaH-
HoM Bufe Ge3 Cedpanekca. ITocie pa3HBEIX IEepMOZOB KOHCEpPBallMM, ONpEAEIeHO aK-
LeNTOPHYIO aKTUMBHOCTB, & TaK¥Ke INPOBEJeHO 3JeKTpodopes. B Teueume 30-mHEeBHOTO
XpaHeHMA B BOJAHON M aJIKOTOJLHONM cpelle, B BMAe CYXOro IIODOIUKA ¥ B JIHMOMDUAM-
30BaHHOM BHje, npenapaTtel TPHK npoaBnaiamM HOBOJbHO Gojabliue 37eKTpodopuue-
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CKM€ M3MEHEHMA ¥ TePAiM aKUEeNTOPHYI0 aKTMBHOCTL na 30%. IIpenmapater TPHK,
coxpanseMble B BuAe Jmopuamsanuu Bmecte ¢ Cedamoxcom I-25, He WM3MeHAMN
cBOel aKUeNTOPHOM AKTMBHOCTM M OCTABAJINCH 9JEKTPOMOPUUECKH HEUIMEHEHHBIMU,
DOTOT METOZ XPaHeHMA OKa3bIBAaeTCsH II0JE3HBLIM B MCCAENOBaHMAX M30JUPOBAHUS M30-
aknenTopabix TPHK. '

SUMMARY

Total samples of tRNA were stored in aqueous and alcohol solutions, as a dry
powder and as liophilizated with and without Sephadex G-25. After different times
of storage the samples of tRNA were electraphoretically analyzed on polyacrylamide
gel and the acceptor activity for glutamic acid was measured. Electrophoretic
changes were also observed. Samples of tRNA liophilizated with Sephadex G-25
may be stored for a long time. No electrophoretic changes were observed and their
acceptor activity diminished by 10 per cent. The above storage method is highly
effective with the experiments dealing with the isolation of tRNA isocacceptors.



