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TOM 11 1956 ZESZYT 2

WITOLD DRABIKOWSKI, BOGNA WISNIEWSKA

Izolowanie nukleoproteidow i kwaséw nukleinowych
z tkanek i mikroorganizmow

Nukleoproteidy (NP) sg jednym z podstawowych sktadnikéw uorga-
nizowanych elementéw zywej materii. Charakteryzujg sie one wysokim
ciezarem czgsteczkowym i niezmiernie skomplikowang budowg. Pozna-
nie tej ostatniej utrudnia fakt, ze zwiazki te sg sktadnikami tak nie-
zwykle ztozonego S$rodowiska jakim jest protoplazma. Fakt ten stawia
szczegOllne zadania przed badaczami zajmujacymi sie izolowaniem NP
i KN z r6znego materiatu biologicznego: z jednej strony muszg oni dazy¢
do uzyskania jak najwyzszego stopnia czystosci preparatu, z drugiej —
stosowane postepowanie nie powinno narusza¢ subtelnej struktury tych
zwigzkow.

Metody izolowania, stosowane przez pierwsze dziesigtki lat badan
nad NP i KN dalekie byty od wymagan jakie im dzisiaj stawiamy. Przez
dtugi czas bowiem przypisywano tym zwigzkom znacznie prostszg bu-
dowe niz okazalo sie to w rzeczywistosci. Totez uzywana dawniej przez
wielu autoréw ekstrakcja roztworami kwasoéw i zasad, czesto w podwyz-
szonej temperaturze, dawata preparaty r6znigce sie w znacznym stopniu
budowg i witasnosciami od rodzimych zwigzkéw wystepujgcych w zy-
wym ustroju. Gdy w wyniku prac wielu badaczy oczywistg sie stata zto-
zonos$¢ struktury KN zwrécono baczniejszg uwage na zmiany, jakim
ulegaja te zwigzki w czasie ich izolowania.

Juz w latach czterdziestych rozpoczeto zywg dyskusje nad sposoba-
mi wyosabniania NP i KN z materiatu biologicznego w postaci mozli-
wie jak najmniej odbiegajacej od tej, jaka wystepuje w zywej komaorce.
Ostatnio w zwigzku ze stwierdzeniem niejednorodnos$ci zaréwno kwa-
sow nukleinowych jak i komponenty biatkowej NP problem zastosowa-
nia subtelniejszych metod w czasie izolowania stat sie szczegdlnie istot-
ny. Zagadnienie to jednak do dzi$ pozostaje jeszcze cze$ciowo otwarte
i r6znorodnos$¢ stosowanych metod oraz rozbiezno$¢ uzyskiwanych wy-
nikéw sSwiadczy, ze dalekie sg one od doskonatosci.

[201]
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Izolowanie nukleoproteidow

Stosowane metody otrzymywania NP uwarunkowane sa ich rozpusz-
czalnos$cig wyrozniajgca je od wiekszosci innych sktadnikéw komérko-
wych. W zasadzie jednak maja tu zastosowanie metody, uzywane ogol-
nie do izolowania i frakcjonowania biatek.

Od czasu pierwszych prac nad nukleoproteidami tj. od lat siedem-
dziesieciu stosowano do ich wyodrebniania ekstrakcje materiatu biolo-
gicznego roztworami zasad, kwasow, buforami, roztworami soli lub wodga
(przeglad dawnych metod izolowania — Gulland (49) — Feulgen
(400 — Hammarsten (50,52)). Preparaty nukleoproteidéw otrzymy-
wane powyzszymi drastycznymi sposobami, byty dalekie od stanu,
w jakim znajdujg sie w komorce. W trakcie izolowania stosowano cze-
sto podwyzszong temperature, nie zwracano uwagi na dziatanie enzy-
moéw. Stosowany przewaznie odczyn alkaliczny powodowat gtebokie
zmiany w strukturze. Nie potrafiono réwniez otrzymaé¢ dobrego rozdzia-
tu obu nukleoproteidow. Dzi$ te dawne metody wyszty zupeinie z uzycia
i jedynie ekstrakcja wodg lub roztworami soli kuchennej stata sie pod-
stawa do opracowania nowoczesnych metod izolowania i rozdziatu NP.

Praktyczne zastosowanie roztworu chlorku sodu do preparatyki NP
zawdzieczamy Mirsk y'emu i Pollister'owi (87,89). Wykorzystali
oni roznice w rozpuszczalnosci dezoksyrybonukleoproteidéw (DNP)
w zaleznosci od stezenia chlorku sodu. DNP rozpuszczajg sie w wodzie
oraz w roztworach 1 molarnych soli i bardziej stezonych (praktycznie
nie uzywa sie jednak wiekszych stezen niz 2 molarne, gdyz w roztwo-
rach stezonych biatko ulega wysoleniu). Rozpuszczalno$¢ DNP osigga
minimum o do$¢ ostrej granicy przy stezeniu 0,14M NaCl. Doktadnie zba-
data te zalezno$¢ Frick (41). W tablicy l-ej przytaczamy wyniki jej
doSwiadczen.

Rybonukleoproteidy (RNP) nie wykazujg zmian rozpuszczalnosci za-
leznie od stezenia NaCl.

W oryginalnej metodzie Mirsk y'ego — Polliste r'a (89) do-
ktadnie zmielong $wieza tkanke, ekstrahowano 2 do 3 razy 0,14M NacCl.
Po odwirowaniu pozostatosci tkankowych wytrgcono rybonukleoproteid
(RNP) z potaczonych wyciagéw alkoholem w postaci biatego puszystego
osadu. Na pozostatg tkanke dziatano przez dtuzszy czas IM NaCl. Z po-
wstatego bardzo lepkiego roztworu wytrgcono DNP w postaci diugich
biatych wtokien dajacych sie z tatwoscig oddzieli¢ bagietka od roztworu.
Wszystkie czynnosci prowadzono w temp. 0—4°C. Jak wida¢ metoda ta
pozwala nie tylko na izolowanie, ale rowniez i na rozdziat obu NP, co
prawda doktadny tylko w przypadku grasicy ewentualnie $ledziony
i spermy (117).
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Metoda Mirsk y'ego i Pollister'ajest dzi§, obok wprowadzonej
przez Huiskampa (53) w 1901 r. ekstrakcji NP woda, jedng z naj-
powszechniejszych metod obecnie stosowanych, ktére pomimo wpro-
wadzenia catego szeregu drobnych modyfikacji pozostajg w zasadzie
niezmienione.

Tablica 1

Rozpuszczalnos¢ DNP w 0,00 — 1,00M NaCl w t. 3,8 — 4,2CC
w buforze fosforanowym (wg Frick (41))

Azot rozpuszczo- Azot rozpuszczo-

M NacCl nego DNP M NaCl nego DNP

w mg/ml w mg/ml
0,000 0,3500 0,194 0,0024
0,018 0,0276 0,292 0,0052
0,036 0,0092 0,398 0,0732
0,055 0,0080 0,422 0,1050
0,073 0,0062 0,480 0,3370
0,082 0,0060 0,524 0,4000
0,091 0,0058 0,544 0,4060
0,100 0,0048 0,590 0,5170
0,109 0,0056 0:682 0,5580
0,118 0,0048 0,770 0,6170
0,141 0,0036 0,872 0,7030
0,970 0,7860

Zdolnos¢ rozpuszczania sie nukleoproteidéw dezoksyrybozowych
w silnych roztworach soli jest dos¢ wszechstronna. Pewne anomalie wy-
kazujg jednak DNP spermy niektérych zwierzat, nie rozpuszczajg sie
bowiem ani w roztworze NaCl ani w wodzie.

Mirsky i Pollister (88) stwierdzili, ze DNP jader spermy
pstraga, $ledzia, myszy i zaby dajg sie ekstrahowa¢ IM Na CI, za§ DNP
jader spermy jezowca i $limaka rozpuszczaja sie dopiero w 2M NaCl.
Giowki spermy byka i knura nie rozpuszczajg sie nawet w silnych roz-
tworach NaCl (88 i 30) i dajg sie izolowa¢ dopiero po hydrolizie alka-
licznej (30). Do podobnych wnioskéw doszli Thomas i Mayer
(108), ktorym nie udato sie wyciggng¢é DNP ze spermy knura i barana
nie tylko dziataniem stabych kwasow i alkalii, ale nawet detergentami.
Bernstein i Mazia otrzymali DNP ze spermy Strongylocentrotus
na drodze ekstracji wodnej(8). Podobne rezultaty uzyskali Emanuel
i Chaikoff (37) przy wodnej ekstrakcji mleczu tososia, a Wata-
nabe (112) przy ekstrakcji mleczu $ledzia. Suzuki i wspotpr. (62)
nie potwierdzili jednak tych wynikéw i otrzymali DNP z mleczu tososia
dopiero po ekstrakcji 2M NacCl.
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W roztworach chloru sodu o duzej sile jonowej kompleksy DNP sa
stosunkowo silnie zdysocjowane i ich wtasnosci fizykochemiczne zwig-
zane sg z obecno$cig wolnych kwasow i biatek. W zwigzku z tym wy-
suwano, szczegdlnie ostatnio, szereg zarzutéw w stosunku do ekstrakcji
molarnym roztworem chlorku sodu (Butler (14) i Stern (106)).
Trudno jest stwierdzi¢, czy otrzymane w ten sposéb DNP sg rodzimymi
zwigzkami. By¢ moze dziatanie silnego roztworu soli wywotuje nieod-
wracalne zmiany, a wytragcony DNP jest artefaktem. Powyzsze zarzuty
wptynety na to, ze szereg badaczy stosuje obecnie wytacznie ekstrakcje
DNP oziebiong wodg po uprzednim usunieciu rybonukleoproteidu 0,14M
NaCl. Metode Huiskampa ekstrakcji DNP wodg (53) opracowat
w 1924 r. Hammarsten (51) stosujagc wielogodzinng ekstrakcje
zmielonej tkanki w temperaturze 0,°C. Potem ekstrakcji wodg uzywali
miedzy innymi Carter i Hall (15), a ostatnio Stern (106), Gaj-
dusek (45, Petermann i Lamb (94), Shodter i wspotpr.
(99). Procz roztworow chlorku sodu i wody w pewnych wypadkach,
szczegoOlnie przy pracach nad NP drobnoustrojéw (Bietozierski (5),
stosuje sie nadal do ekstrakcji stabe roztwory weglanu sodu (64, 97, 5),
0,2% NaOH (97, 5), roztwory buforowe jak np.: boranowe (21). fosfo-
ranowe (111), cytrynianowe (18, 57). Stosowanie takich roztwordéw, gtow-
nie alkalicznych jest nieraz konieczne, gdyz NP bakteryjne i wirusowe
przewaznie nie ulegajg ekstrakcji wodg lub obojetnymi roztworami soli.
Czesto nieodzowne jest uprzednie stosowanie takich zabiegéw jak: od-
lipidowanie rozpuszczalnikami ttuszczowymi (21), rozbicie komorek
ultradzwiekami (ostatnio zresztg krytykowane) (21, 86, 16), rozcieranie
z piaskiem kwarcowym lub pyrexowym (46, 21, 18, 17), dziatanie gliko-
lem etylenowym itp. (21). Wszystko to ma na celu zniszczenie badZ usu-
niecie nierozpuszczalnej otoczki komorkowej.

Dawne metody wytrgcania nukleoproteiddw kwasami w punkcie izo-
elektrycznym zostatly w stosunku do DNP prawie zupetnie zaniechane.
W wypadku RNP stragcenie w punkcie izoelektrycznym jest dalej stoso-
wane, np. celem oddzielenia od innych zwigzkéw obecnych w ekstrak-
cie 0,14M NaCl (63). Szeroko stosowanym dzi$ sposobem wytracania NP
jest uzycie alkoholu etylowego. Zwykle w tym celu dodaje sie do roz-
tworu NP jedng do dwoch obj. 96% alkoholu etylowego. Niekiedy sto-
suje sie. metanol (93). Trzeba zaznaczy¢, ze zardwno przedtuzone dziata-
nie alkoholu, jak i kwasne $rodowisko mogg wprowadzi¢ pewne zmiany
w strukturze NP. Wielu autoréw (22, 12, 15) stosuje nadal wprowadzone
przez Hammarstena (51) stragcanie NP za pomocg CaClo, cho¢
w tym wypadku otrzymuje sie osad trudny do oddzielenia (51). Niekiedy
w przypadku NP bakteryjnych stosuje sie wysolenie siarczanem amonu
(93). Korzystajac z rdznic w rozpuszczalnosci DNP w réznych stezeniach
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NaCl wytragca sie je z IM roztworu soli przez rozciefczenie tego ostat-
niego wodg do stezenia 0,14M. Wiekszo$¢ jednak DNP bakteryjnego nie
daje sie w ten sposéb wytrgci¢ (57). Ostatnio metoda ta zostala skry-
tykowana przez Sterna, ktory uwaza, ze wytracajacy sie nukleopro-
teid jest artefaktem (106). Jones w r. 1953 uzyt siarczanu miedzi do
wytrgcania NP z Mycobacterium phlei (57), przy czym napotkat jednak
trudnosci z oddializowaniem siarczanu miedzi i otrzymat koricowy pro-
dukt bardzo zanieczyszczony. Jako najbardziej dogodny spos6b poleca
Jones wytrgcanie NP bakteryjnych kationowym detergentem — Ce-
tavlonem. Utworzony kompleks jest nierozpuszczalny w rozciericzonym
roztworze soli (0,3M), rozpuszczalny natomiast w IM NaCl.

W ramach prac oceniajagcych krytycznie przytoczone wyzej metody
otrzymywania nukleoproteidow zwrécono uwage na dziatanie enzymow
w trakcie wyosabniania. Otrzymane w obecnosci czynnych nukleaz
i proteaz nukleoproteidy i kwasy nukleinowe sg w réznym stopniu zde-
polimeryzowane. Wprowadzono szereg usprawnien zmierzajagcych do
zahamowania dziatania enzymatycznego. Efekt ten uzyskuje sie czescio-
wo przez zachowanie w trakcie pracy niskiej temperatury. Poniewaz
dezoksyrybonukleaza jest aktywowana przez jony Mg, zatem celem
ich zwigzania zastosowano dodawanie arsenianéw (106), fluorku sodu
(96, 101, 67, 68), cytrynianu sodu (94, 80), ostatnio czterooctanu — etyle-
no-dwuaminy (118). Z danych W e bb'a (113) wynika jednak, ze jony
powyzsze hamujg tylko dezoksyrybonukleaze trzustkowg, majacag opti-
mum dziatania przy pH okoto 7,0, za$ dezoksyrybomukleazy wewnatrz
komérkowe, ktorych obecnos¢ wykryli wcze$niej Maver i Greco
(85), nie sg hamowane przez powyzsze $rodki. Te ostatnie majg optimum
dziatania przy pH 5,0 i sg prawie nieczynne przy niewielkim podwyz-
szeniu pH.

Hamujacy wptyw cytrynianu ograniczatby sie wiec do podwyzsze-
nia pH soku komoérkowego do wartosci, w ktdérej aktywnosé depolime-
ryzujaca jest bardzo mata. Z drugiej strony Shack (98) doniést, ze de-
zoksyrybonukleaza surowicza zachowuje sie podobnie do trzustkowej.
Tak wiec dodatek powyzszych inhibitorow moze mie¢ znaczenie przy
izolowaniu NP z tkanek silnie ukrwionych.

W praktyce stosuje sie najczeSciej roztwdr cytrynianu sodu. P e-
termann i Lamb (94) badali doktadnie zalezno$¢ miedzy lepkoS$cig
otrzymanych nukleoproteidéw a stezeniem cytrynianu sodu i uznali do-
datek 0,01M cytrynianu do roztworu IM NaCl za optymalny.

Wiekszg trudno$é sprawia zahamowanie dziatania rybonukleazy.
Allen (1) omawiajgc ten problem stwierdza, ze witasciwie brak jest
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metody, pozwalajgcej na zupeing jej inaktywacje. Zostaje ona w pew-
nym stopniu unieczynniona przy uzyciu soli guanidyny, lub detergen-
téw. Metody te zostang omoOwione ponizej.

We wszystkich oméwionych przypadkach poddawano ekstrakcji cata
tkanke. W toku badan nad lokalizacjg kwaséw nukleinowych w poszcze-
gblnych elementach morfotycznych komérki, Euler i Hahn (38, 39)
otrzymali cytoplazmatyczne nukleoproteidy z mitochondrii watroby.
Wiekszo$¢ prac posSwiecona byta jednak badaniom nukleoproteidow
ekstrahowanych z izolowanych jader komérkowych (3,35). Tak np.
Barnum i wspotprac. (3) ekstrahowali materiat cytoplazmatyczny
0,85% roztworem NaCl. Nastepnie celem usuniecia zanieczyszczen po-
zostatych na powierzchni jader ptukano je wielokrotnie kwasem cytry-
nowym i otrzymywane w ten spos6b jadra komoérkowe poddawano po
odlipidowaniu alkoholem i eterem dalszej ekstrakcji wg. ogdlnie przy-
jetej techniki izolowania NP. Uprzednie usuniecie materiatu cytoplazma-
tycznego wydaje sie by¢ jednak niedostateczne, bowiem Webb (112)
wysuwa zarzut, ze RNP cytoplazmatyczny moze by¢ adsorbowany na
jadrach w czasie preparowania. Euler i Hahn (39) znaleZli, ze DNP
izolowanych jader moze by¢ bardziej roztozony niz ekstrahowany wprost
z tkanki. Wydaje sie, ze rozktad ten nalezy przypisa¢ katepsynie, bo-
wiem Maver i Greco (85 dowiedli, ze moze ona rozktada¢ poita-
czenia biatka z KDN, a Butler i wspétprac. (14) wykazali, ze istotnie
dziatanie katepsyny ma miejsce, gdyz preparaty otrzymane z dodatkiem
inhibitorow grup —SH np.: jodooctanu etylu byly mniej roztozone.
Brown i Laskowski (11) stwierdzili, ze zawarte w jadrach dezo-
ksyrybonukleazy mogg depolimeryzowa¢ KDN w stabo kwa$nym $rodo-
wisku,uzywanym zazwyczaj do izolowania jader. Z drugiej strony stwier-
dzono. ze wewnatrzkomérkowe dezoksyrybonukleazy sa charakterystycz-
ne dla mitochondrii i moga sie jedynie adsorbowaé na jadrach w czasie
izolowania (113). Tak czy inaczej istnieje niebezpieczenstwo rozktadu
DNP preparowanych z izolowanych jader.

Z powyzszego krdtkiego przegladu widaé, ze i obecnie stosowane
metody izolowania nukleoproteidéw nie sg w petni zadawalajgce. NP
sg kompleksami niezupetnie zdefiniowanymi i trudno rozr6zni¢ w nich
komponenty zwigzane i sktadniki zaadsorbowane. Mirsky i Ris (90)
np. stwierdzili, ze niektdre biatka luzniej zwigzane z KDN moga by¢
gubione w trakcie preparowania. Lucy i Butler (81) przez kolejne
wycigganie chloroformowego zelu DNP 0,6M NaCl w réznych okresach
czasu otrzymali szereg frakcji nukleoproteidow o malejagcym stosunku
biatka do kwasu.
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Uzywane dawniej metody otrzymywania KN, podobnie jak dawne
metody izolacji NP, byty do$¢ drastyczne. Szeroko rozpowszechnione
byto uzycie zasad do hydrolizy NP, prowadzonej przewaznie w podwyz-
szonej temperaturze. Biatko usuwano nastepnie przy pomocy roéznych
srodkéw jak np. koloidalnego wodorotlenku zelaza (75, 78), kwasu pikry-
nowego (73, 77), alkoholu (24, 55) lub przez wytracanie w punkcie izo-
elektrycznym. Wszystkie te metody przedstawiajg obecnie bardzo mailg
wartosé (49).

DNP, jak wspomniano, sg w silnych roztworach soli kuchennej w zna-
cznym stopniu zdysocjowane. Fakt ten ma bardzo wazne znaczenie przy
oddzielaniu komponenty biatkowej i na nim opierajg sie¢ wszystkie nowo-
czesne metody odbiatczania. Jedng z nich, wprowadzong jeszcze w 1903 r.
przez Bang'a (2), opracowang po6zniej przez Hammarstena (51)
i stosowang do dzi$ (12, 96, 107), jest wysalanie biatka nasyconym roz-
tworem chlorku sodu. Hammarsten (51) rozpuszczat wytragcong
s6l wapniowg DNP w IM NaCl, po czym nasycat roztwér NaCl, przecho-
wywat kilka dni w temp. 0°C, po czym odsgczat wytrgcone biatka. Si g-
ner (101) w podobny spos6b nasycat chlorkiem sodu roztwér soli sodo-
wej NP, przy czym okres wysalania przedtuzyt jednoczesnie do dwu ty-
godni. Biatko oddzielat réwniez przez odsgczanie. Ostatnio Emanuel
i Chajkoffw 1953 r. (37) wprowadzili modyfikacje do metody Ham-
marstena. Nasycali oni przez p6t godziny wodny wycigg NP chlor-
kiem sodu z dodatkiem arsenianu. Wysolone biatko oddzielali z roz-
tworu KN sgczgc preparat z dodatkiem duzej ilosci Hyflo Super Cel,
dzieki czemu czas saczenia ulegt znacznemu skréceniu.

Druga, bardzo delikatng metoda i obecnie najbardziej rozpowszech-
niong jest wprowadzone przez Seva g'a (97) usuwanie biatka dziala-
niem mieszaniny chloroformu z alkoholem oktylowym. Biatko tworzy
z chloroformem nierozpuszczalny zel chloroformowo-biatkowy, Kktory
z tatwos$cig mozna oddziela¢ od KN przez odwirowywanie. Chloroform
stuzy tu jako adsorbent ciekty tworzac z biatkiem luzne czagsteczkowe
potgczenia (97). Kwas nukleinowy pozostaje w roztworze i daje sie zde-
kantowaé znad warstwy zelu. Alkoholu oktylowego uzywa sie jako $rod-
ka zmniejszajagcego pienienie. W praktyce mieszanine wszystkich sktad-
nikow wytrzgsa sie a nastepnie wiruje. Otrzymuje sie dwie fazy: gorna,
bedgcg roztworem NP czeSciowo odbiatczonego, dolng, zawierajaca chlo-
roform. Na granicy obu faz zbiera sie zel biatka. Do catkowitego odbiat-
czenia trzeba wytrzgsanie powtorzy¢ kilkanasci razy.- Waznym jest, by
odczyn odbiatczanego roztworu byt obojetny. W razie bowiem zakwa-
szenia KN moze sie czeSciowo adsorbowac na zelu chloroformowo-biat-
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kowym. Metoda chloroformowa jest jednocze$nie bardzo czutg metoda
na wykrycie obecnosci biatka, nawet w tych wypadkach, kiedy inne re-
akcje jak np. biuretowa wypadajg catkowicie ujemnie. Je$li po odwiro-
waniu na granicy faz brak jest juz nawet $ladu btonki zelu, roztwor
mozna uwazaé za catkowicie odbiatczony. Niekiedy wskazane jest jed-
nak zatezanie roztworu w prdzni do mniejszej objetosci i dalsze wytrza-
sanie z chloroformem tak dtugo, poki zel chloroformowo-biatkowy nie
przestanie sie wytwarzac¢. Biatko kurze daje sie wykry¢ tg metodg jesz-
cze w stezeniu 1/25000 — 1/40000 (97). W oryginalnej technice Seva-
g'a roztwor NP uprzednio hydrolizuje sie tagodnie roztworem wegla-
nu soidu w temp. 55°C. Technika taka pozwala réwniez i na odbiatcza-
nie RNP.

Metoda Seva g'a jest dzi§ uzywana gtdwnie w' opracowanej poOz-
niej przez Gulland'a modyfikacji (49).. Gul land korzystajac juz
z faktu, ze DNP tkankowe sg w roztworach soli zdysocjonowane, pod-
dawat je odbiatczaniu chloroformem bez uprzedniej hydrolizy alkalicznej.

Trzeba zaznaczy¢, ze dysocjacja nukleohistonu grasicy wzrasta po-
czawszy od stezenia 0,5 NaCl. Dlatego w modyfikacji Gulland'a na-
lezy uzy¢ wyzszych stezen soli, zmniejsza to bowiem ilo$¢ kwasu nu-
kleinowego zwigzanego z wytrgconym biatkiem przy dziataniu chloro-
formem (Crampton 29).

Otrzymany metodg Seva g'a KN wytragca sie z roztworu zwykty-
mi metodami opisanymi ponizej. Skiadnik biatkowy mozna odzyskac
przez odsaczenie zelu od resztek wodnego roztworu KN. biatko za$ uwal-
nia sie dodatkiem alkoholu. Otrzymany produkt po zakwaszeniu kwasem
octowym do pH 50 — 6,0 i odwirowaniu rozpuszcza sie ponownie przez
doprowadzenie do pH 7,0. Uzyskane w ten sposéb przez Seva g'a
biatka zawieraty 0,73% — P, 15,72% — N, 0,6% azotu purynowego i za-
chowaty wszystkie wiasciwosci immunochemiczne (97). W rozdzielaniu
biatka od KN metodg Seva g'a moze przeszkadza¢ obecnosé lipidow,
ktére tworzg jednolitg emulsje nie dajgcg sie odwirowywacé. Trzeba nad-
mienié¢, ze NP spermy nie zawsze daja sie odbiatczy¢ chloroformem bez-
posrednio z roztworem soli. Tak np. Zamenhof i wspotprac. (119)
trawili plemniki ludzkie trypsyng i dopiero wtedy poddawali je odbiat-
czaniu chloroformem. Wyatt (116) usuwal protamine z komérek
spermy $ledzia papaing. Metoda Seva g'a stuzy do odbiatczania nie
tylko KDN otrzymywanych z tkanek zwierzecych, ale réwniez i kwasow
nukleinowych pochodzacych z materiatu roslinnego (70).

Trzecig z metod wprowadzong od niedawnego czasu przez Marko
i Butlera (84)- oraz Kay (61) jest uzycie do odbiatczania kwasow
nukleinowych detergentéw. Sag to. zwigzki posiadajgce diugi tancuch
weglowy apolarny i grupe polarng na koncu czgsteczki. Wyrdzniamy
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detergenty anionowe, z ktérych gtownie uzywa sie siarczanéw wyzszych
alkoholi, oraz kationowe — gtéwnie czwartorzedowe sole amoniowe,
w ktérych jeden z alkylow posiada dtugi tancuch. Detergenty tworza
silne kompleksy z biatkami wskutek dziatania grup polarnych, powo-
dujac dysocjacje nukleoproteidéw i wytrgcanie biatka. Dzieki swym
wiasciwosciom denaturujgcym detergenty posiadajg zdolno$¢ unieczyn-
niania wiruséw, enzymow oraz hamowania metabolizmu bakterii (44).

Zdolnos¢é detergentéw zmniejszania napiecia powierzchniowego oraz
wywotywania denaturacji biatek znano juz dawniej, jak rowniez wy-
konano szereg prac, w ktdérych badano zalezno$¢ powyzszych zjawisk
od stezenia detergentdw, pH, temperatury, obecnosci elektrolitéw itp.
(13, 82, 33).

W oryginalnej metodzie Kay (61) uzywata 5% roztworu duponolu
w 45% etanolu. (Duponol jest to mieszanina siarczanow wyzszych alko-
holi od Cg do Ci8 z przewaga siarczanu dodecylu). Zmielong tkanke
ekstrahowano 0,9% NaCl z 0,01M cytrynianem sodu celem usuniecia
RNP. Pozostatg tkanke umieszczano w 0,9% NaCl i dodawano roztworu
duponolu do stezenia 0,4%. Po trzygodzinnym wytrzgsaniu do lepkiego
wyciggu dodawano NaCl do stezenia jednomolarnego i wytrgcone biat-
ko odwirowywano. Wszystkie czynno$ci prowadzono w temp. 0°C.

Przy odbiatczaniu RNP konieczne jest przed odbiatczeniem spowodo-
wanie dysocjacji kompleksu. RNP trzustki wyekstrahowany 0,14M NaCl
i stracony w punkcie izoelektrycznym daje sie po zdysocjonowaniu poét-
nasyconym roztworem chlorku sodu, (Kerr i Seraidarian (63),
Nishioka (69) odbialczy¢ metodg Seva ga. Kay (60) uzyta
detergentdw zamiast soli do dysocjacji RNP wytragconego uprzednio
w punkcie izoelektrycznym.

Szerokie zastosowanie znalazty detergenty do otrzymywania KN
z wirusow i bakterii. Sreenivasaya i Pirie (104) juz w 1938 ro-
ku badali wptyw siarczanu dodecylu i stwierdzili, ze wywiera on dziata-
nie dysocjujace na wirusy mozaiki tytoniowej. Autorzy ci zwroécili uwa-
ge na konieczno$¢ doboru wtasciwego buforu. Bufory fosforanowe, bo-
ranowe i ftalanowe nie nadajg sie do tego celu, poniewaz tworzg kry-
staliczny kompleks z siarczanem laurynowym, tak ze autorzy w swojej
pracy uzywali buforu weronalowego o pH 8,0. Zawiesine wirusa podda-
wano dziataniu pdéiprocentowego roztworu detergentu w temp. pokojo-
wej przez 24 godz., a nastepnie biatko usuwano pdinasyconym roztwo-
rem siarczanu amonu, ktérego nadmiar oddializowywano. Do odbiatcza-
nia niektérych wiruséw stosuje sie dziatanie detergentow w podwyz-
szonej temperaturze (34). Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze dla kazdego
gatunku wirusa nalezy ustali¢ odpowiednie warunki.

Mayer i Spizizen (86) uzywali ostatnio duponolu do otrzy-
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mywania KDN z bakteriofagéw Escherichia coli. Koncentrat faga roz-
puszczano w 1% duponolu przy pH 7,0 i podgrzewano 15 min. do 60°Cf
poczem biatko usuwano pdéinasyconym octanem sodu. KRN prawdopo-
dobnie ulegat catkowitej depolimeryzacji i nie dawatl sie wytraci¢ alko-
holem z roztworu. W podobny sposéb otrzymywano KDN z kolonii
Escherichia coli i z innych drobnoustrojow. Autorzy nadmieniajg jednak,
ze wiekszo$¢ bakterii wymaga uprzedniego rozbicia ultradzwiekami.
Précz siarczanu dodecylu zastosowano do odbiatczania drobnoustrojow
Cetavlon (bromek cetylo-troj-metyloamoniowy), wprowadzony w 1953 r.

Tablica 2

Poréwnanie preparatéw KDN bakteriofagéw i grasicy otrzymanych dziataniem deter-
gentéw i mocznika (wg Mayeis i Spizizena (86))

W.zasad 5 wpN N KDN N-nie 5

KDN Metoda  azot. KDN X M/100 X M/L0O nukl. Lepkosc
otrzymany z otrzym. M /100 'S X M/100 wzgl.

W7?*) v {c9

Bakteriof. Tor deterg. 0,151 0,148 0,561 0,019 5,34
Tér + > 0,075 0,078 0,696 0,410 —

Tér+ » 0,106 0,135 0,726 0,231 —

» T6r + mocznik « 0,186 0,193 0,729 0,022 1,07
Grasica deterg. 0,242 0,258 — — 5,60
Woda — — — — 1,00

* — zawarto$¢ sktadnikéw obliczono w mikromolach na 100 mikrograméw subst.

przez Jone s'a, ktory uzyt go do otrzymywania KDN z Mycobacterium
tuberculosi' Mycobacterium phlei i Sarcina lutea (56, 57). Komorki bak-
teryjne po 24 godzinach ekstrakcji 0,001M arsenianem sodu wytrgcano
dwuprocentowym roztworem Cetavlonu. Utworzony kompleks rozpusz-
czano w IM NaCl i wytracano przez rozcieficzenie roztworu 2 obj. wody.
Resztki biatka i Cetavlonu usuwano metodg Sevag'a. W ten sposob
otrzymywano mieszaning KDN i KRN.

Omoéwione powyzej trzy metody odbiatczania zostaty doktadnie zba-
dane w ubiegtym roku przez Frick (42, 43), ktéra badata DNP grasicy.
Autorka stwierdzita, ze przy odbiatczaniu DNP chloroformem w sposob
podany przez G u 1l an d'a uzyskuje sie bardzo niska wydajno$¢ —5—10%
(41). Otrzymany KDN zawiera jeszcze niewielkie ilosci bardzo silnie zwig-
zanego biatka, ktorego obecno$¢ mozna wykry¢ dopiero po dtugotrwatej
hydrolizie. Duzo wieksza wydajnosé uzyskuje sie przy stosowaniu ory-
ginalnej metody Sevag'a, po hydrolizie weglanem sodu. Te fakty
doprowadzity Frick do wniosku, ze wigzanie miedzy KDN a biatkiem
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jest silniejsze niz sie to przyjmuje obecnie. Z badan Frick (42)
nad metodg Hammarstena (51) wynika, ze najbardziej wydajna
jest oryginalna metoda tj. wysolenie chlorkiem sodu roztworu DNP, po
wyekstrahowaniu z tkanki wodg i wytrgceniu chlorkiem wapnia. W tym
wypadku duzo zalezy jednak od aktywno$ci enzymatycznej wyjsciowe-
go materiatu. Wysolenie chlorkiem sodu ekstraktu otrzymanego dziata-
niem IM NaCl na tkanke okazato sie mniej wydajne. Najwiekszg jed-
nak wydajno$é (dochodzaca do dziewiecdziesieciu kilku €/o teoretycznej)
uzyskata Frick przy adbiatczaniu DNP siarczanem dodecylu.

Zastosowanie powyzszych metod odbiatczania do NP bakteryjnych
z Mycobacterium i Aerobacter aeiogenes sprawdzit ostatnio Jones (58)
Przez wysolenie NaCl lub (NHASC” nie mozna lbylo usungé biatka.
Siarczan dodecylowy wytrgcat biatko cze$ciowo, a jedynie chloroform
odbiatczat catkowicie. Te fakty sg sprzeczne z danymi Bernsteina (7)
i Frick (42), ktorzy stwierdzili, ze wiasnie chloroform nie usuwa cail-
kowicie biatka i konieczne jest po uzyciu jego pbézniejsze dziatanie de-
tergentdw. Jones wprowadzit rownoczes$nie nowy sposob odbiatcza-
nia polegajacy na dziataniu roztworem wodzianu chloralu (58). Resztki
biatka pozostajgce przy tym usuwane byty nastepnie jedno lub dwukrot-
nym wytrzgsaniem z chloroformem. Wodzian chloralu nie powoduje wy-
raznej depolimeryzacji kwasu nukleinowego i nie tworzy trwatych kom-
pleksow z tym zwigzkiem. Metody tej nie daje sie zastosowaé¢ do tkanek
zwierzecych.

Précz tego nalezy wspomnieé¢ o stwierdzeniu przez Pirie (95 od-
biatczajgcego dziatania azotanu strontu na nukleoproteidy wirusowe.
Pirie prébowat rowniez dziata¢ na NP chlorkiem strontu oraz azota-
nami baru lub wapnia, efekt odbiatczajacy byt jednak w tych wypadkach
znikomy. Lauffer i Dow prowadzili badania nad odbiatczajgcym
dziataniem wysokich cisnien (71).

Do izolowania KN stosuje sie rdwniez roztwory mocznika i chloro-
wodorku guanidyny (105, 48, 113). Mocznik ma szczeg6lne zastosowanie
do izolowania KN bakteryjnych (100). Cohen w roku 1947 (25) dzia-
tat mocznikiem na zawiesine bakteriofaga Tar i T-ir w 0,85% NaCl
a otrzymany w wyniku tego lepki roztwdr odbiatczat chloroformem.
Jones spostrzegt (57), ze jeSli podziata¢ na zawiesine bakterii Myco-
bacterium tuberculosi nasyconym roztworem mocznika w temp. 37° to
ekstrakt mocznikowy zawiera stosunkowo niewiele KN. Jesli jednak
odwirowane komérki ekstrahowaé w dalszym ciagu woda, to znaczne
ilosci KN przechodzg do roztworu. Autor nie uzyskiwat jednak takiego
efektu w przypadku Mycobacterium phlei i Sarcina lutea. Te ostatnie
wymagaty uzycia bardziej drastycznych metod (57).

Mayer s i Spizizen (86) poréwnywali KN bakteriofagow otrzy-
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mane dziataniem mocznika i detergentéw. W pierwszym przypadku otrzy-
mane preparaty wykazujg stosunkowo niskie wartosci lepkosci a wy-
dajno$¢ wynosi zaledwie 30%. Czas izolowania kwasu trwa przy tym
ponad 12 godzin. Preparaty uzyskane dziataniem siarczanu dodecylu
sg wprawdzie bardziej zanieczyszczone, jednakze wykazujg wyzszg lep-
kos$¢ i wyzyskuje sie przy tym wiekszg wydajno$é a czas trwania prepa-
rowania trwa zaledwie 3 — 4 godz. (Poréwnawcze dane podano w tabli-
cy ID.

Leuthard i Exer (72) stosowali 50% mocznik do ekstrakcji
KRN z mitochondrii watroby. Pozostate resztki biatka wydzielano na-
stepnie chloroformem.

Volkin i Carter (111) wprowadzili uzycie 2M chlorowodorku
guanidyny do otrzymania KRN. Pod jego wptywem wiekszo$¢ biatek
ulega rozpuszczeniu, podczas gdy kwas nukleinowy tworzy galareto-
waty zel. Reszte nieoddzielonego biatka zar6wno po dziataniu mocznika
jak i guanidyny usuwa sie z roztworu chloroformem. Metoda ta ma te
zalete, ze mozna dziata¢ roztworem guanidyny i mocznika bezposrednio
na tkanke, hamujgc z miejsca dziatanie rybonukleazy.

Neurath i Greenstein (91) spostrzegli, ze przy dziataniu
soli guanidyny na biatka istotny wptyw na powstawanie kompleksu ma
rowniez anion. Najaktywniejszymi okazaty sie sole kwaséw chlorowco-
wodorowych guanidyny, podczas gdy siarczany, weglany i octany raczej
hamowaty denaturacje (91).

Jeszcze do dzi$ niekiedy stosuje sie dziatanie alkalii i wysokiej tem-
peratury do izolowania KN z bakterii. .Cohen (26, 27, 28) otrzymy-
wat KRN z wirusow dziatajagc 5% NaOH na zimno przez 2 godz. lub
ogrzewajgc zawiesing wirusa w 0,1M NaCl do 100° przez 1 min. w pH 5,6
a nastepnie odwirowywat skoagulowane biatka. Ciezar czasteczkowy
otrzymanego kwasu wynosit w pierwszym wypadku okoto 15 tys., w dru-
gim 150 tys. Podobne wyniki z tugiem sodowym otrzymat Loring (79).

Smith i Waytt (102) podajg, ze IM NaOH w temp. 37° nie po-
woduje zasadniczych zmian w skiadzie puryn i pirymidyn KDN.

Autorzy otrzymywali KN z Escherichia coli, Mycobacterium tuber-
culosi i bakteriofaga T2 i T5. Po hydrolizie alkalicznej stracali biatko
w pH 4 alkoholem, a resztki usuwali chloroformem.

Do odbiatczania KN drobnoustrojow jak i tkankowych uzywano réw-
niez dezoksycholanu sodu (18).

Enzymy proteolityczne znalazty stosunkowo mate zastosowanie do
odbiatczania KN. Boivine (90 uzywat do tego celu pepsyny dziata-
jac nig w pH 20, a Maver i Greco (85 katepsyny w pH 3,8 i 5,8.
Otrzymane produkty wykazywaty jednak znaczny stopien depolimery-
zacji.
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Dawne metody bezposredniego izolowania kwasu nukleinowego z ma-
teriatu biologicznego wyszty juz prawie z uzycia. Pewne znaczenie po-
siada jeszcze metoda Clarka i Schryvera (24) opracowana przez
Javilliera i Allaira (54). Tkanke odlipidowang ogrzewa sie
z 10% NaCl. Powoduje to rozpad wigzania biatko-kwas nukleinowy i ten
ostatni przechodzi ilosciowo do roztworu. Oczywiscie otrzymany w ten
spos6b kwas jest zdepolimeryzowany. Tego rodzaju odbiatczanie stoso-
wata w ostatnich latach szkota Khouvine do otrzymania KN z atypowe-
go nabtonka szczura (67, 65) i z drozdzy (66), oraz Bendich (6) do ba-
dan niejednorodnos$ci KDN. Nalezy wspomnieé, ze wiele NP wirusowych
okazato sie jednak odpornych nawet na gorgcy roztwdr chlorku sodu.

Kwasy nukleinowe, wzglednie ich sole wytrgcane sg z roztworu przez
dodanie alkoholu etylowego. Rzadziej stosuje sie zakwaszanie roztwo-
ru do pH okoto 1,0 przy pomoicy kwasu solnego, co powoduje szyb-
kg depolimeryzacja kwasu nukleinowego. Do wytrgcania stosowano
dawniej takze sole Cu (4) i La (31, 32, 20, 110), a ostatnio Jones badat
uzycie do tego celu soli Mn i Pb (36).

Po wytraceniu KN odwadnia sie alkoholem i eterem, za$§ w przypad-
ku preparatow otrzymanych detergentami, acetonem i nastepnie suszy
pod zmniejszonym ci$nieniem. Niektérzy autorzy zalecajg tagodne su-
szenie na powietrzu, co ma zapobiega¢ depolimeryzacji. Ostatnio co-
raz czesciej stosuje sie liofilizacje roztworu KN szczegdlnie (bakteryj-
nych (19, 85, 114, 109).

Aby usungé resztki zanieczyszczen stosuje sie wielokrotne rozpusz-
czanie i wytragcanie KN badz przez kolejne alkalizowanie i zakwaszanie
srodowiska (74, 92), (co powoduje jednak w pewnym stopniu depolime-
ryzacje), badz przez rozpuszczanie kwasu w molarnym NaCl i ponowne
wytrgcanie alkoholem. W ten spos6b mozna sie pozbyé czeSciowo za-
nieczyszczen zwigzkami mineralnymi, a w przypadku bakterii, réwniez
i polisacharydow (3). Wszystkie niskoczgsteczkowe zwigzki oraz sole
mineralne mozna usungé poprzez dialize (19, 109, 114, 103). Glikoproteidy
stanowigce zanieczyszczenie KN bakteryjnych Boivin oddzielat przez
wielokrotne wytrgcanie NP w pH 3,5 i rozpuszczanie w weglanie so-
du (9). KN, otrzymany dziataniem Cetavlonu na Sarcina lutea wytrgcat
Jones z 20°0o roztworu alkoholu 0,5 do IM chlorkiem wapnia. Znacz-
na cze$é polisacharydéw pozostawata przy tym usunieta, tak, ze zawar-
tos¢ fosforu wzrastata z 7,9 do 8,4%. Kwasoéw nukleinowych z Mycobac-
terium tuberculosi i Mycobacterium phlei nie udato sie jednak w ten
spos6b oczyscic.

Subtelna metodyka badan sktadu KN wymaga do analizy jak naj-
czystszych preparatéw. Wprawdzie metoda Mirsky'ego i Poili-
ster'a pozwala na rozdzielenie obu kwasdw, to jednak KDN pozbawio-
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ne zanieczyszczen kwasem rybonukleinowym otrzymuje sie, jak juz
wspomniano, w przypadku tylko niewielu tkanek np. grasicy (117).
W wiekszosci tkanek pewne zanieczyszczenia KRN stale pozostajg mimo
wielokrotnego dziatania 0,14M chlorkiem sodu. Z metod pozwalajgcych
na rozdzielenie obu kwaséw okazaty sie przydatne takie jak: elektrofo-
reza, frakcjonowanie przy uzyciu soli wapnia (jednak niezbyt doktad-
ne) (22), oraz oczyszczenie KDN przez dziatanie rybonukleazy i oczysz-
czenie KRN przez dziatanie dezoksyrybonukleazy (117). Przy trawieniu
nukleazami KN ulegajg jednak wtérnemu zanieczyszczeniu biatkiem.
KRN mozna usungé rowniez przez dialize w $rodowisku alkalicznym
o pH 135 w temp. 30°. Jednakze KDN ulega wowczas rowniez czescio-
wej depolimeryzacji (23). Zamenhof i Chargaff opisali deli-
katng metode usuwania $ladéw KRN z KDN. Z obu kwaséw nukleino-
wych rozpuszczonych w 0,14M NaCl tylko KRN adsorbuje sie ilosciowo
na weglu aktywnym (117). Do metody tej wprowadzit Jones przy
rozdzielaniu KN bakteryjnych, modyfikacje pozwalajagcag na odzyskanie
zaadsorbowanego KRN przez eluowanie wegla roztworem fenolu (36).
Jednocze$nie opracowat on nowy sposob rozdzielania NP korzystajac
z réznic rozpuszczalnosci komplekséw Cetavlonowych w rdznych ste-
zeniach NaCl. DNP wytrgca sie z 0,5M roztworu NaCl w temp. 0° 2%
Cetavlonem, a RNP mozna nastepnie wytraci¢ z przesaczu przez rozcien-
czenie tego ostatniego do stezenia 0,3M NaCl.

Ostatnio coraz cze$ciej ukazujg sie prace dotyczace frakcjonowa-
nia KN roznigcych sie miedzy sobg nie tylko skitadnikiem cukrowym,
lecz réwniez sktadem puryn i pirymidyn, oraz r6znym ciezarem czastecz-
kowym. KRN o réznym ciezarze czasteczkowym otrzymywat M a 11 et-
te i tamana frakcjonujac preparaty alkoholem (83). Brown i W at-
son (10) przy badaniach niejednorodnosci KDN uzyskali rozdzielenie
na poszczeg6lne frakcje. Autorzy dziatali r6znymi stezeniami NaCl na
kolumny zawierajgce wysycony histonem zel krzemionkowy. Stwierdzili
jednocze$nie, ze zwigzany na kolumnach KRN daje sie eluowa¢ 0,4M
NaCl. Metoda ta moze wiec stuzy¢ do oddzielania KRN od KDN, gdyz
przy tym stezeniu NaCl ten ostatni jeszcze nie zostaje wyeluowany.

Reasumujagc dotychczasowe doswiadczenia nad izolowaniem NP i KN
z tkanek zwierzat i wyzszych roslin nalezy stwierdzi¢, ze obecnie naj-
powszechniej stosowang jest ekstrakcja roztworami NaCl lub woda
w temp. 0°. Dziatanie enzyméw w trakcie preparowania zostaje hamo-
wane przez dodatek inhibitorow. KN uzyskuje sie przez odbiatczanie
nukleoproteidow przy pomocy chloroformu lub detergentéw, coraz po-
wszechniej wchodzgcych w zycie. Te ostatnie odznaczajg sie tym, ze
przy stosunkowo krotkim czasie dziatania i tatwej do stosowania tech-
nice, pozwalajg na uzyskanie wysoko spolimeryzowanych preparatéw
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0 zachowanej strukturze, duzym stopniu czystosci i przy jednoczes$nie
znakomitej wydajnosci. Celem otrzymania KN z bakterii lub wiruséw,
rzadziej z tkanek zwierzecych wykorzystuje sie jeszcze nadal dysocju-
jace wiasnosci mocznika i guanidyny w potgczeniu z odbiatczaniem chlo-
roformem. Coraz mniej stosuje sie natomiast hydrolize alkaliczng lub
podwyzszong temperature. Czesto w pracy nad izolowaniem KN mikro-
organizméw musimy uciekaé¢ sie do uprzedniego zniszczenia btony ko-
morkowej, by umozliwi¢ przedostanie sie roztworu ekstrahujgcego w gtagb
komorki.

Jak wynika z powyzszego przegladu technika otrzymania nukleopro-
teidow i kwaséw nukleinowych posuneta sie w ostatnich latach wybit-
nie naprzod. Preparaty otrzymywane dzi§ sg napewno blizsze stanowi
w jakim znajdujg sie w komorce, niz preparaty otrzymywane dawniej.
Mimo to nie mamy nadal pewnos$ci, czy w trakcie otrzymywania nie za-
chodza jakie$ zasadnicze zmiany. Ostatnie lata, zapoczatkowujgce ba-
dania nad niejednorodnos$cig zaré6wno kwasow nukleinowych jak i kom-
ponenty biatkowej nukleoproteidow zmuszajg nas do szukania jeszcze
innych metod, pozwalajgcych na skale preparatywng frakcjonowaé nu-
kleoproteidy i kwasy nukleinowe.
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WITOLD DRABIKOWSK1

Budowa biatek wchodzgcych w skiad nukleoproteidow

W pierwszym klasycznym okresie rozw6j badan nad biatkami nukleo-
proteidow wyprzedzat badania nad kwasami nukleinowymi. Prace wy-
konywane wowczas polegaty gtéwnie na opracowaniu metod wydzie-
lania biatek oraz na oznaczaniu ich sktadu aminokwasowego. W ostat-
nich latach zajmowano sie moze nieco mniej zagadnieniem komponenty
biatkowej, niz samymi kwasami nukleinowymi, mimo to jednak obok
wykrycia heterogennosci kwaséw nukleinowych coraz bardziej zaryso-
wuje sie poglad o niejednorodnosci zwigzanych z nimi biatek. Wydaje
sie, ze dzi$ nie mozna juz moéwi¢ o jednym (biatku jako o skitadniku nu-
kleoproteidu, ale o catej grupie biatek, wykazujacych co najwyzej ce-
chy wspolne, ale réznigce sie sktadem i czeSciowo witasnosciami fizyko-
chemicznymi.

Pierwszym badaczem, ktoéry w r. 1874 wyizolowal ze spermy toso-
sia substancje biatkowg potgczong z kwasami nukleinowymi i nadat tej
grupie biatek nazwe protamin byt Miescher (32). Kosselbadajac
w dziesieé lat pdzniej jadra erytrocytéw ptasich znalazt tam réwniez
zasadowe biatka, bardziej ztozone niz protaminy Mieschera, Kkto-
rym nadat nazwe histondw (27).

Szkota Kossela prowadzita w nastepnych latach dtugotrwate pio-
nierskie prace nad zbadaniem sktadu i wiasnosci protamin i histonéw.
Mimo Zze otrzymane dane analityczne w Swietle badarnn wspo6tczesnych
czesto nie wytrzymujg krytyki wskutek stosowania wéwczas nie dos¢
doktadnych metod, to jednak wkitad Kossela w tej dziedzinie jest
bez watpienia ogromny. Jego monografia wydana w r. 1928 (28) do dzi$
jeszcze oddaje ustugi, tym bardziej, ze nikt do tej pory nie pokusit sie
0 opracowanie podobnej, unowocze$nionej monografii.

Protaminy sa charakterystycznymi biatkami nukleoproteidéw sper-
my ryb. Do lat ostatnich uwazano, ze nie wystepuja one u wyzszych kre-
gowcow. Ostatnio w r. 1953 Fischer i Kreuzer (17) stwierdzili,
ze komponenta biatkowa spermy koguta tzw. gallina jest tez typowa
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protaming, whbrew twierdzeniu Dalye”~go i wsp. (9), ze gallina jest
biatkiem o wtasnos$ciach i sktadzie posrednim miedzy protaminami a hi-
stonami. Duijn (13) w r. 1954 doni6st® ze przynajmniej czes¢ KDN
w plemnikach ludzkich jest zwiagzana z protaming. U roélin brak jest prota-
min. Najdoktadniej zbadane sg dwie protaminy: klupeina ze $ledzia i sa-
Imina z tososia. Otrzymuje sie je klasycznymi metodami przez eks-
trakcje odlipidowanych gtéwek spermy kwasami mineralnymi. Z roz-
tworu kwasnego strgca sie etanolem siarczan protaminy najpierw w po-
staci oleju, ktory nastepnie krzepnie. Mozna réwniez izolowaé protami-
ny przez wysolenie lub w postaci pikrynianéw. Po zawieszeniu pikry-
nianu w metanolu i przepuszczeniu gazowego chlorowodoru otrzymuje
sie chlorowodorki estru metylowego protamin.

Protaminy sg biatkami o bardzo nieskomplikowanej budowie. Ich cie-
zar czgsteczkowy wynosi okoto kilku tysiecy (37. 15, 46). Posiadajg cha-
rakter silnie zasadowy, a ich punkt izoelektryczny lezy w granicach
pH 11 — 12. Zawarto$¢ argininy wynosi do 90°/0*). Procz argininy stwier-
dzono wystepowanie zaledwie Kkilku innych aminokwaséw. Salmina

zawiera izoleucyne, waline gliko-

Tablica 1 kol, alanine, proline i seryne (33,

Sktad aminokwasowy salminy (wg Cor- 46, 21, 2,7). Klupeina rézni sig tym
fielda i Robsona (7). od salminy, ze zawiera zamiast
glikokolu treonine (2, 15). lloSci

°jo zaw. N a- innych aminokwas6w poza argi-

minokwasu ning sg niewielkie. Dla przyktadu

ilos¢ row-
wstosunku o osnikew  podajemy wyniki prac Corfie I
do N biatko- .
da i Robsona z r. 1953 nad
wego . .
sktadem aminokwasowym salmi-
arginina 89,8 50 ny (tablica 1).
izoleucyna 0,44 1 Koricowymi grupami amino-
alanina 0.45 1 kwasowymi klupeiny jest prolina,
‘évl?c"y”naa i’gg 2 niekiedy seryna (15, 36, 48).
seryna 312 ; Drugim typem biatek wcho-
prolina 2,70 6 dzacych w sktad nukleoproteidow

sq histony. Sg one charaktery-
stycznym skiadnikiem dezoksyrybonukleoproteidow tkanek somatycz-
nych zwierzat i wyzszych roslin. Wystepuja rowniez niekiedy w komor-
kach rozrodczych zwierzat np. w spermie jezowcow (1). Sg to biatka
0 budowie o wiele bardziej ztozonej niz protaminy. Posiadajg réwniez
charakter zasadowy. Ich punkt izoelektryczny lezy w pH okoto 10 — 11,

* Wszystkie dane w niniejszej pracy dotyczace %> zawartosci aminokwaséw po-
dane sg w obliczeniu na azot.
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a ciezar czasteczkowy wynosi do 20000 (3). Jak to wynika z ostatnich
prac Butlera i wsp. przynajmniej niektére z nich mogg tworzy¢ dime-
ry, lub wieksze agregaty (5).

Do izolowania histondw stuzg dzi§ dwie drogi. Jedng jest oddzie-
lanie histonu od kwasu nukleinowego po uprzedniej ekstrakcji nukleo-
proteidu roztworami soli lub woda bezposrednio z homogenatu tkanki.
Poprzez tagodng hydrolize kwasami mineralnymi uzyskuje sie wytrgce-
nie KDN, a histon pozostaje w roztworze. Wydziela sie go nastepnie
przez doprowadzenie roztworu do punktu izoelektrycznego badZz przez
dodatek alkoholu, badZ acetonu lub przez wysolenie. Drugg metodg jest
ekstrakcja nukleoproteidu, lub bezposrednio histonu z izolowanych
uprzednio jader komoérkowych. Posiada to jednak te niedogodno$¢, ze
nawet juz stabe kwasy, uzywane czesto do izolowania jagder mogg cze-
Sciowo rozpuszcza¢ histony. Butler (4. 6) prébowat wprowadzi¢ nowg
technike izolowania histonéw. Dezoksyrybonukleoproteidy sg w roztwo-
rach soli o duzej sile jonowej zdysocjowane i dodatek alkoholu o kon-
cowym stezeniu 30% do takiego roztworu powoduje wytracenie histo-
now z pozostawieniem kwasu nuklei-
nowego w roztworze. Metoda okazala
si¢ jednak niedogodna ze wzgledu na  skiad aminokwasowy frakcji P histo-
proteolityczne dziatanie katepsyn w nu grasicy (Gregoire i Limo-
obojetnym $rodowisku (6). Niezaleznie zin (19), (wartosci podano w °/o azo-
od Butlera technike powyzszq tu aminokwasow.ego w st?sunku do

- . . . . azotu biatkowego’.
wprowadzili Gregoire iLimozin
(19) stosujac jednak o wiele diuzszy

Tablica 2

. . . glicyna 58
czas dySOCJO\.Nanla.nukleoproteldu.. alanina 6.0
W sktadzie aminokwasowym histo- walina 4,35
now przewazajg aminokwasy zasado- leucyna 10,7
we. Zawarto$é argininy wynosi do 30% prolina 21
@), a lizyny do kilkunastu o (19, 20).  fenyloalanina L3
s . . L, . cysteina-cystyna 0,25
Ogolnie nalezy stwierdzi¢, ze histony arginina 26.0
zawierajg prawie wszystkie aminokwa- histydyna 26
sy (tablica 2). lizyna 13,2
Jedynie kwestig sporng pozostaje kw. asparaginowy 4.1
. . kw. glutaminowy 4,9
sprawa wystepowania w nich trypto- ; :
) N ) ) azot amidowy 6,4
fanu, metioniny i cystyny. Jedni auto- seryna 34
rzy nie znajdujg ich wcale, inni wykry- treonina 3.2
wajg zawsze niewielkie ale zdefinio- tyrozyna 21
wane ilosci, choé nieraz przypisujg za-  tryptofan 0,25 maks.[
. . metionina 0.45
nieczyszczeniom. '
Stedmani Stedman (44) uwa-
Razem 97,10

zali brak tryptofanu za kryterium czy-
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stoSci histonéw Harper i Morris (22) w histonie erytrocytow
ptasich nie wykrywali tryptofanu, potwierdzajac dane Daly'ego (9),
znalezli go natomiast w histonie watroby. Engbring i LaskowsKki
(14) stwierdzali obecno$¢ tryptofanu w histonie erytrocytow ptasich,
aDavison iLavrie (11) w histonie grasicy. Khouvine (23) nie
znajdowata tryptofanu w histonach atypowego nabtonka szczura. Daty
(9) nie znalazt metioniny, podczas gdy Harper i Morris (22) wykry-
wali stale mate jej ilosci.

Rowniez Brunisch (3) i Daty i ersky (10) znajdowali w hi-
stonach grasicy metionine. Hamer (20) nie stwierdzit obecnosci cy-
styny w histonie grasicy, a Gregoire i Limozin (190 wykrywali
W nim zawsze pewne ilosci zarbwno aminokwasOw zawierajacych siar-
ke, jak i tryptofanu (cho¢ obecno$¢ tego ostatniego sktonni byli przypisaé
zanieczyszczeniom).

Jak wida¢ z powyzszych danych zagadnienie sktadu aminokwaso-
wego omawianych biatek nie zostato jeszcze rozstrzygniete. Omawiajac
ten problem Davison (12) stwierdza, ze histony jako klasa charak-
teryzuja sie wiasciwie obecno$cig wszystkich aminokwaséw z wyjat-
kiem by¢ moze cystyny.

Stosowane dawniej metody izolowania komponenty biatkowej nu-
kleoproteidow pozwalaty w efekcie otrzymaé cate biatko obecne w kom-
pleksie. Otrzymywane dane analityczne byty wiasciwie danymi Sredni-
mi. W ostatnich latach podjeto badania nad nastepujagcymi zagadnienia-
mi: czy histony i protaminy sa jednorodne, czy tez w obrebie nawet jed-
nej i tej samej komérki wystepuje obok siebie szereg biatek o wspol-
nym charakterze histonéw czy protamin ale réznigcych sie witasnos$cia-
mi i sktadem aminokwasowym. Czy histony i protaminy sg jedyng kom-
ponentg biatkowa jader komorkowych i dezoksyrybonukleoproteidéw,
a jezeli nie to jakie ewentualnie jeszcze typy biatek mogag w nich wy-
stepowac?

Materiatem do badan byty zaréwno dezoksyrobonukleoproteidy otrzy-
mane z calych tkanek, jak i izolowane jadra komodrkowe. Davison
i wsp. (12) uwazaja, ze zeby rozwigzaé¢ to zagadnienie nalezy rozpatry-
waé wszystkie biatka zawarte w jadrach, poniewaz nie ma nigdy pew-
nosci, czy niektore z biatlek zwigzane z KDN nie ulegajg wyptukiwaniu
w trakcie izolowania nukleoproteidéw.

Juz kilka lat temu wykazano, ze wyniki analiz podawane przez réz-
nych autoréw dla histonéw tej samej tkanki wykazujg wieksze rézni-
ce, niz pozwalatby na to sam btad metody oznaczania. Daty (9 a row-
niez i Harper (22) uwazaja, ze odchylenia moga pochodzi¢ od rzeczy-
wistych réznic w naturze histonéw, od zanieczyszczen lub ewentualnego
rozpadu histonéw w trakcie ekstrakcji, lub tez tkwi¢ w nieznacznych



[5] BUDOWA BIALEK WCHODZACYCH W SKEAD NUKLEOPROTEIDOW 223

réznicach metody, rezultatem czego jest ekstrakcja roznych frakcji z ca-
tej rodziny histonéw podobnych do siebie. Khouvine (23) uwaza, ze
dwa histony nie mogg by¢ poréwnywalne, jezeli ani one ani nukleopro-
teidy, z ktérych pochodzity nie byly otrzymywane tg samg metoda.

Za niejednorodnoscig histonéw i protamin przemawia coraz wiecej
danych. Juz wcze$niej Stedman i Stedman (42, 43) rozdzielali
etanolem protaminy i histony na dwie frakcje réznigce sie sktadem ami-
nokwasowym, Felix wykazat (38, 39) na drodze ultrawirowania i elek-
troforezy, ze klupeina sktada sie z wielu frakcji réznigcych sie ciezarem
czasteczkowym i sktadem aminokwasowym. Tak np. aminokwasy wy-
stepujgce w niewielkim stezeniu jak izoleucyna i treonina znajdowaty sie
nie w kazdej frakcji (39). Salmina okazata sie réwniez niejednorodng (16).

Do frakcjonowania protamin zastosowano rowniez rozdziat przeciw-
pradowy (39a), wymieniacze jonowe irozdziat na ziemi okrzemkowej (51)
i stwierdzono wystepowanie dwu sktadnikéw gtéwnych, z ktérych kaz-
dy sktada sie z wielu pojedynczych frakcji. Waldschmidt-Leitz
(47, 48) wydzielit z klupeiny komponente biatkowa nie zawierajgcg w kon-
cowej grupie proliny. To biatko rozdzielit na frakcje, z ktérych jedna
nie zawierata w ogole izoleucyny a bardzo niewiele treoniny, podczas
gdy druga byta bogata w izoleucyne.

Szereg autorow stwierdzitlo homogenno$¢ histonéw drogg ultrawiro-
wania (3) i rozdziatu elektroforetycznego, lub uwazato, ze znajdowane
czesto frakcje sg artefaktem powstatym na skutek badz to czeSciowej
denaturacji, bgdz czeSciowej preteolizy. Inni donoszg o kompleksowos$-
ci histondw nie wywotanej powyzszymi zjawiskami. Butler i wsp.
(6) badajac w r. 1954 w ultrawirowce i elektroforezie histon grasicy,
stwierdzili wystepowanie dwoéch skiadnikébw. Gregoire i Limo zin
(19) rozdzielali histon grasicy na dwie frakcje. Histony te otrzymali po
wydzieleniu KDN etanolem ze zdysocjowanego nukleoproteidu. Jedna
z frakcji tzw. P, wypadata z roztworu po usunieciu alkoholu, druga, tzw.
S, pozostawata w roztworze. Stosunek wzajemny obu frakcji byt zmien-
ny. Frakcja P wynosita $rednio 50 — 75% catosci i byta elektroforetycz-
nie jednorodna. Frakcja S wykazata w elektroforezie trzy sktadniki. Skiad
aminokwasowy obu frakcji réznit sie znacznie. Tak np. frakcja P zawie-
rata 26% argininy i 13% lizyny (tablica 2), podczas gdy frakcja S miata
tylko 15% argininy i 21% lizyny.

Podawane w literaturze rozbieznosci w sktadzie aminokwasowym hi-
stonéw, nawet tej samej tkanki Gregoire i Limozin tlumacza,
wtasnie tym, ze zaleznie od procedury otrzymuje sie. obie frakcje histo-
noéw w zmiennych proporcjach. Potwierdzatby to fakt, ze histony z aty-
powego nabtonka szczura, otrzymane z DNP wytragcanego przez roz-
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cienczenie woda réznig sie sktadem od histonéw pochodzacych od DNP,
wytragconych chlorkiem wapnia (25) (tablica I1II).

W roku 1955 Daty i Mirsky (10) ogtosili wyniki badan nad roz-
dziatem histonow grasicy. Autorzy stwierdzili, ze amoniak w pH 10,6

Tablica 3

Sktad aminokwasowy histonéw atypowe-
go nabtonka szczura w zaleznos$ci od
sposobu otrzymywania nukleoproteidéw
(Khouvine i wsp. (25) (wartosci poda-
ne w % N aminokwasowego w stosunku

do 100 g N biatkowego)

woda CaCl2

arginina 25,7 15,1
lizyna 10,9 15,0
histydyna 3,7 6,4
kw. glutaminowy 6,1 3,7
kw. asparaginowy 3,7 6,7
fenyloalanina 15 1,3
tyrozyna 1,6 3,5
glicyna 6,2 6,3
seryna 43 0,8
treonina 3,3 15
alanina 55 9,1
prolina 3,7 2,0
walina 41 7,6
leucyna-izoleucyna 10,3 12,6
metionina 0,3 —
cysteina-cystyna 0,3 0,1
azot amidowy 55 11,5

Razem 96,7 103,2
W kolumnie | ,woda“ podano sktad hi-

stondéw otrzymanych z nukleohistonéw
wytragconych przez rozcieficzong wode,

a w kolumnie Il sktad histonéw, otrzy-

manych z nukleohistonéw, wytragconych
chlorkiem wapnia.

wytragca tylko cze$¢ biatka, a mia-
nowicie histon bogaty w arginine.
W roztworze pozostaje histon bo-
gaty w lizyne. Z drugiej strony 0,5 M
NaCl z dodatkiem 0,05 M kwasu cy-
trynowego ekstrahuje z jader wy-
tacznie frakcje, histonu bogatego w
lizyne. Oba histony réznig sie wy-
raznie sktadem. Histon bogaty w ar-
ginine zawiera jej 28% oraz 13% li-
zyny. Histon nie wytrgcajacy sie w
pH = 10,6 zawiera 38% lizyny i tyl-
ko 7% argininy, mniej metioniny od
poprzedniego, cystyny i histydyny
nie zawiera zupetnie. Ostatni histon,
tj. bogaty w lizyne oddysocjowuje
tatwiej od kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego. O istnieniu histonéw
bogatych w lizyne doniesiono row-
niez z innych pracowni. Davison
i wsp. (12a) uzyskali przez frakcjo-
nowanie acetonem i amoniakiem hi-
ston elektroforetycznie jednorodny,
0 duzej zawartosci lizyny. Cramp -
ton i wspot. (7a) rozdzielali histony
na kolumnie z wymieniaczy jono-
wych i wykazali istnienie kilku rdz-
nych histonéw. Trzy z nich oczysz-
czono, sprawdzono elektroforetycz-
nie jednorodno$¢ i oznaczono skitad
aminokwasowy. Jedno z tych biatek
(A) byto niezwykle bogate w lizyne
(38%) i alanine (18%), charaktery-

zowato sie niskg zawarto$cig argininy (6,7%) oraz zupeinym brakiem
cystyny i metioniny i co ciekawe histydyny. Pozostate biatka rowniez
réznity sie sktadem aminokwasowym. W obu brak byto cystyny, metioni-
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na za$ wystepowata jedynie w niewielkich ilosciach. Biatko B zawierato
17°/o lizyny i 19,5% argininy, a biatko C 24,8% lizyny i 12,3% argininy.

Od czasu kiedy w r. 1942 Meyer i Gulich (31) jako pierwsi wy-
izolowali z jader komorkowych grasicy frakcje biatka niezasadowego,
mamy coraz wiecej danych o naturze tych biatek. Stedman i Sted-
man (41) w r. 1943 znalezli w jadrach rozmaitych tkanek réznych rodzai
zwierzat, zmienne ilosci biatka niezasadowego, nazwanego przez nich
chromozoming. Z suchych odlipidowanych jader ekstrahowano kwasa-
mi histony lub protaminy. Z pozostatosSci po usunieciu kwasu nukleino-
wego uzyskano biatko niezasadowe, zawierajgce tryptofan i stosunko-
wo duzo kwasu glutaminowego.

Mirsky iPollister (35 po usunieciu rybonukleoproteidéw 0,14
M chlorkiem sodu, wyciggali 1 M chlorkiem sodu z homogenatéw tkan-
kowych kompleks nazwany przez nich chromozyng. W sktad chromo-
zyny wchodzity: kwas dezoksyrybonukleinowy, histon i biatko niehisto-
nowe. To ostatnie nazwane przez autordw ,pozostajagcym"” (residual)
otrzymano po wyciagnieciu histondw kwasem solnym z chromozyny, lub
z mieszaniny biatek wydzielonych z tego kompleksu chloroformem. By-
to to biatko nierozpuszczalne w kwasach, podobne, cho¢ nie identycz-
ne z chromozoming Stedmana i Stedman a Autorzy otrzymali
chromozyne z materiatu przer6znego pochodzenia: z wielu tkanek zwie-
izecych, ze spermy ryb, zarodkow pszenicy, a nawet z pneumokokow,
nie udato im sie jednak uzyskac jej ze spermy ssak6w. W nastepnej pra-
cy (34) Mirsky i Ris badali biatka zawarte w izolowanych chro-
mozomach wielu tkanek. Po usunieciu z nich kwasem siarkowym histo-
néw obraz mikroskopowy nie ulegat zmianie. Natomiast po usunieciu
KDN lub biatka ,pozostajgcego” struktura chromozomdw ulegta znisz-
czeniu. Biatko ,pozostajgce” otrzymywano réwniez z pozostatoSci po
wyekstrahowaniu z chromozoméw KDN i histonéw za pomocg 1 M
NaCl. Autorzy stwierdzajg, Zze biatko , pozostajgce"” jest w jadrach zwig-
zane z kwasem nukleinowym, bowiem po usunieciu histonéw 1 M NacCl
w pH 2,9, KDN nie przechodzi do roztworu ani w pH 4 ani w pH 7, mimo,
ze w tym zakresie pH jest rozpuszczalny.

Niezasadowymi biatkami zajmowali sie rowniez Zbarskij i wsp.
Autorzy po opracowaniu metody wyodrebnienia jagder komdrkowych (52,
53) rozdzielali biatka jader na trzy frakcje (54, 55). Jagdra ekstrahowano
najpierw 1 M NaCl, a z pozostatosci stabym roztworem tugu wycigga-
no kwasne biatko wytragcajace sie po doprowadzeniu pH do 5 — 53.
Biatko to zawierato okoto 2,5% tryptofanu i byto analogiczne do chromo-
zominy Stedmana i Stedmana, ale w przeciwienstwie do tej
ostatniej tatwo rozpuszczato sie w zasadach. Procentowa zawarto$é jego
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zalezata od typu tkanki. Tak np. w watrobie cztowieka wynosita az
40—50% wszystkich biatek. Trzecie biatko pozostajgce po ekstrakcji za-
sadami nie rozpuszczato sie w zanym z badanych rozpuszczalnikéw. Pod
dziataniem zasad ulegato tylko pecznieniu. Biatko to, nazwane przez
autoréw ,,pozostajacym" réznito sie. sktadem aminokwasowym tak od hi-
stonow jak i od biatek kwasnych. Nie zawierato np. zupetnie tryptofanu.
Autorzy sadza, ze w jagdrach istnieje kompleks wszystkich tych trzech
typow biatek z kwasami nukleinowymi.

Engbring i Laskowski (14) trawili jadra erytrocytéw ptasich
dezoksyrybonukleazg, a po trawieniu wyekstrahowali oni précz frakcji
histonowej, ktora okazata sie niejednorodng, inne (biatko rozpuszczalne
w tugu. Te wyniki potwierdzatyby sugestie Stedmana iStedma-
na i Mirski'ego, ze w jadrach komoérkowych biatka niehistonowe sg
rowniez potgczone z KDN. Na poparcie tej tezy mozna podaé, ze Be r n-
stein i Mazia (1), badajac komponente biatkowa nukleoproteidéw
dezoksyrybozowych spermy jezowca znalezli tam w oczyszczonym juz
nukleoproteidzie 25% biatka niehistonowego.

Thomas i Meyer (45 badali biatka plemnikéw knura i barana.
Dezoksyrybonukleoproteid nie ulega z tego materiatu wycigganiu roz-
tworami chlorku sodu lub wodg, co potwierdza dane Mirsk y'ego
iPollister'a (37). Ekstrakcja 1 M NaOH usuwa z plemnikéw wieprza
dwie frakcje biatkowe, stracajace sie w pH 6 i 4,5. Pr6cz tego w pozosta-
tosci znajduje sie jeszcze jedno biatko oraz wiekszosé kwasu nukleinowe-
go. Autorzy stwierdzajg, ze plemniki zawierajg a) protaminy lub histony
b) biatka ekstrahujgce sie alkaliami i wytrgcajgce sie w $rodowisku
kwasnym, (frakcja ta odpowiadataby biatkom Meyera i Gulicha,
oraz biatkom wyciaganym przez autoréw tugiem), ¢) nierozpuszczalng po-
zostato$¢ zawierajaca kwas nukleinowy i biatko odpowiadajgce biatkom
Mirsky‘ego, Pollisterai Stedmanow.

Ta sama pracownia badajgc jadra watroby oraz ,,chromozomy" izolo-
wane metodg Mirsk y'ego i Risa (34) znalazta po wyciggnieciu nu-
kleohistonéw 1 M NaCl frakcje biatkowag ekstrahujgca sie zasadami,
analogiczng do frakcji otrzymywanej z plemnikéw (50).

Datam i Thomas (8 doniesli o izolowaniu z gtéwek plemni-
kéw ssakéw za pomocg 0,14 M NaCl w pH 9 lipoproteidu, w skitad ktérego
wchodzi biatko niezasadowe. P6zniej W an g i wsp. (49) otrzymali réw-
niez lipoproteidy z jader watroby i innych tkanek oraz z erytrocytéow
ptasich. Lipoproteid z watroby byt wyciggany 1 N NaOH z jader ko-
morkowych po usunieciu 1 M chlorkiem sodu nukleohistonu. Byt on
nierozpuszczalny w pH okoto 6. Lipidy, w skiad ktérych wchodzity row-
niez fosfolipidy i cholesterol, mozna byto usung¢ gorgcym alkoholem,
ale nie eterem. Autorzy uwazaja, ze lipoproteid ten jest zasadniczo ta
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samg substancjg, co chromozomina Stedman iStedman (41) i biat-
ka ,pozostajgce” Mirsky'ego i Risa (34).

Khouvine badata szczegétowo biatka dezoksyrybonukleoprotei-
dow atypowego nabtonka szczura, otrzymanych metodg Mirsk y'ego
i Po 1lister a (35 przez ekstrakcje roztworem NaCl (23,25). Histony
wykazywaty elektroforetycznie obecnos$¢ dwu sktadnikéw. Po oddzie-
leniu histonow, ktdére stanowity do 80% wszystkich biatek pozostawat
kompleks dezoksyrybonukleoproteidowy, w ktérym szukano chromozo-
miny Stedmandéw. Autorzy otrzymali dwie frakcje biatek niehistonowych,
zawierajacych tryptofan. Jedno z nich, byé moze odpowiednik chromo-
zominy, stanowito 8% catego biatka Nie analizowano obu frakcji biat-
kowych z osobna, ale catos¢ biatek
otrzymanych po usunieciu histonéw
— czyli tzw. biatka ,,zelu Sevaga" Sktad aminokwasowy biatek niezasado-
tj. biatka wytragcone z roztworu wych z atypow_ego _nablonka szczura

. (Khouvine i wsp. (25)
przez wstrzasanie z chloroformem. - )
L ] R (Zawartosci podane w 9% azotu amino-
W prZGCIWIeﬁStWIe do histonow za- kwasowego w stosunku do azotu biatko-
wierajg tryptofan i zachowujg ten wego)
sam skiad niezaleznie od procedury

Tablica 4

izolowania nukleoproteidu (tabl. 4). Aminokwas A B
Autorzy sadza, ze istnieje cata  Aginina 22.2 228
grupa biatek niehistonowych i dla- Lizyna 10,0 10,1
tego zaleznie od procedury, otrzy- Histydyna 3,6 31
muje sie biatko bardziej podobne do  Kw. glutaminowy 5.2 5.4
chromozominy, lub do biatka ,pozo- W asparaginowy 8.7 88
A Fenyloalanina 6,4 6,5
stajacego”. Tyrozyna 18 2,0
Dezoksyrybonukleoproteidy Z  Glikokol 9,2 8.6
grasicy wedtug ostatnich badan  Seryna 2,5 2,0
Butlera (6) i Khouvine (19) Treonina 6.2 6.7
nie zawieraja praktycznie biorac bia- ~ 2nina 4.3 4.3
Prolina 1,8 0,9

+e!< nie ekst_rahujqcych sie kwasami  \walina 77 69
mlneralnyml. Leucyna-izoleucyna 6,3 58
Mimo niewatpliwych osiggnig¢  Metionina _ _

nie wiemy do dzi§ nic pewnego o na- ~ Systyna-cysteina 07 05
. . Tryptofan 05 03

turze tych niezasadowych biatek, Azotamidowy 09 05
jak rowniez nie mamy pewnosci, ’ ’
98,0 95,6

czy sg one zwigzane w jadrze ko-
mérkOWym z kwasem deZOksyrybO' A — sktad aminokwasowy biatek otrzy-

nukleinowym. manych z desoksyrybonukleoprotei-
L. . déw straconych przez rozcieficzenie
Przechodzac do omoéwienia kom- woda.

ponenty bial’kOWEj Cytoplazmatycz- B — ski<kad aminokwasowy biatek otrzyma-

nych z desoksyrybonukleoproteidow

nych rybonukleoproteidow trzeba stracanych CaCl2-
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zaznaczy¢, ze byta ona dotgd niewiele badana i nasze wiadomos$ci o jej
naturze sg bardzo skagpe. Jeszcze w r. 1945 Grenstein (18) pisat, ze
poza biatkami nukleoproteidéw wirusowych badano tylko biatka nukleo-
proteidow watroby. O biatkach rybonukleoproteidéw ro$linnych do dzi$
zreszta prawie nic nie wiemy.

Jedynie Bietozierskij (la) wykazat, ze w komdrkach roslin-
nych i bakteryjnych w sktad nukleoproteidéw wchodzg biatka o punk-
cie izoelektrycznym lezagcym po stronie kwasnej.

Z prac lat ostatnich nad biatkami RNP oméwimy z powodu ogra-
niczonych ram referatu tylko badania Khouvine i wsp. nad biatka-
mi rybonukleoproteidéw drozdzy i atypowego nabtonka szczura (24, 40).
Biatka te sg réwniez niejednorodne. Nie sg one histonami, nie daja sie
.ekstrahowa¢ kwasem solnym i nalezg do globulin, cho¢ wykazujg w sto-
sunku do nich pewne réznice. Z drozdzy przez wycigganie NaHCO:}
i frakcjonowane stragcanie uzyskano trzy rybonukleoproteidy, réznigce
sie punktem izoelektrycznym (26). Po usunieciu z nich kwaséw nuklei-
nowych otrzymano trzy biatka, zawierajgce wszystkie zasadnicze amino-
kwasy. Stosunki ilosciowe poszczegdélnych aminokwaséw foyly jednak
w tych biatkach rézne. Wskutek tego jedno z nich jest kwasne, drugie
obojetne, a trzecie stabo zasadowe. Podajemy przykiadowo réznice o za-
wartosci kilku aminokwaséw w powyzszych biatkach:

12,3 5,9 19,3
arginina 81 6,4 11,0
lizyna 9,7 8,8 8,5
histydyna Biatko A Biatko B Biatko C

Autorzy sadzg, ze wyizolowali spos$rod wielu prawdopodobnie obec-
nych w komorce powyzsze trzy rybonukleoproteidy.

Nukleoproteidy rybozowe otrzymane z ekstraktéw 0,14 M NaCl z aty-
powego nabtonka szczura rowniez dawaty sie frakcjonowaé (24- 25).
Biatka tych nukleoproteiddw rozdzielono na trzy frakcje, zaleznie od roz-
puszczalnosci w HC1 i NaOH. Nie sg one histonami, a punkt izoelektrycz-
ny jednego z nich lezy np. w pH 52. Wszystkie r6znig sie miedzy so-
bg zawartoScig aminokwaséw (tabl. V).

Powyzszy krdtki zarys badan nad komponentg biatkowg nukleopro-
teidow wskazuje na to, ze mimo diugoletnich prac, stosunkowo stabo
znamy rzeczywisty obraz nukleoproteidow w komorce.

W latach ostatnich Chargaff i wsp.,, Brown i Watson, Lucy
i Butler udowodnili, przy uzyciu réznych metod badawczych, hetero-
gennos$¢ kwasOw nukleinowych. Wyniki tych badan zostang szczeg6to-
wo oméwione w referacie o budowie nukleoproteidow. Tu wspomnimy
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tylko o niedawno ogtoszonych prdbach frakcjonowania catych dezoksy-
rybonukleoproteidow, a nie tylko ich sktadnikéw. Lucy i Butler (29

doniesli o uzyskaniu szeregu frakcji
nukleoproteidéw z nukleohistonu
zdenaturowanego chloroformem. W
kolejnych wyciggach 0,6 M chlor-
kiem sodu z takiego zelu chlorofor-
mowego zmienia sie nie tylko sto-
sunek zasad azotowych w kwasach
nukleinowych, ale rowniez stosunek
biatka do kwasu nukleinowego. Nu-
kleoproteidy otrzymane z pierw-
szych wyciggéw charakteryzujg sie
nizszg procentowg zawartoscig kwa-
su nukleinowego. Ostatnio w r. 1955
ci sami badacze doniesli (30), ze w
kolejnych wyciggach 0,6 M NaCl w
sktad DNP wchodzg coraz to inne
biatka. Badano stosunek zasadowych
aminokwasow argininy i lizyny
i stwierdzono, ze ulega on znacznej
zmianie. W biatkach otrzymanych
z kolejnych frakcji nastepowat spa-
dek zawartosci lizyny, a wzrost argi-
niny. Pokrywa sie to z wynikami
pracy Dale y'ego i Mirsk y'ego
(10) nad frakcjonowaniem histonéw.

Wszystkie oméwione przyktady
zdajg sie Swiadczy¢ coraz bardziej
o tym, ze czasteczki nukleoprotei-

Sktad aminokwasowy komponenty biat-
kowej RNP z tkanki rakowatej nabtonka

szczura (Khouvine

i wsp.

(25))

(Wartosci podane w °/o azotu aminokwa-
sowego w stosunku do azotu biatkowego)

Aminokwas

Arginina

Lizyna

Histydyna

Kw. glutaminowy
Kw. asparaginowy
Fenyloalanina
Tyrozyna
Glikokol

Seryna

Tronina

Alanina

Prolina

W alina

Leucyna-izoleucyna

Metionina
Cystyna-cysteina
Tryptofan

Azot amidowy

Biatko A Biatko B

11,0 11,3
17,1 9,6
75 10,6
8,1 4,4
72 7,3
2,4 3,5
2,0 1,3
3,6 6,2
3,3 39
2,5 4,6
6,7 6,0
47 0,2
5,0 58
9,6 12,1
0,7 0,6
0,5 0,3
0,6 0,5
2,4 6,2
94,7 94,4

dow sa niezmiernie ztozone i stanowig prawdziwy kompleks nie tylko
wielu kwasow nukleinowych, ale wielu biatek o podobnym, ale nie iden-

tycznym charakterze.
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ALEKSANDRA PRZELECKA

Cytocheiniczne metody oznaczania kwasow nukleinowych

Mozliwosci oznaczania nie tylko jakoSciowego ale i iloSciowego roz-
maitych zwiazkéw wystepujacych w komorce zaleza przede wszystkim
od metod, jakimi w danej chwili badacz rozporzadza. Podobnie tez, jak
w innych dziedzinach wiedzy, réwnolegle z wprowadzaniem nowych spo-
sobéw badania pojawiajg sie szeregi nowych prac poswieconych uza-
sadnieniu teoretycznemu i analizie krytycznej metodyki tych dociekan.

W pracy swej cytolog — czy $cislej cytochemik musi sie liczy¢ ze szcze-
golnie trudnymi, zupetnie specyficznymi warunkami badan. W wypad-
ku kwasow nukleinowych ma sie do czynienia z iloSciami rzedu 10~5[:g
gdy chodzi o KDN jader, a nieraz jeszcze mniejszymi, gdy chodzi o KRN
wystepujacy w jaderku, czy ziarnistosciach cytoplazmy — stad wyma-
gana jest bardzo wysoka czuto$s¢ przeprowadzanej reakcji. Odczynnik
stosowany powinien by¢ specyficzny, o $cisle znanym przebiega dziata-
nia. Warunek ten jest tym wazniejszy, ze w badaniach cytochemicznych
nie mozna doprowadzi¢ do wyizolowania substancji badanej, lecz stwier-
dza sie jej wystepowanie in situ, czesto w potgczeniu, a zawsze
w obecnosci innych, nieraz bardzo skomplikowanych zwigzkéw. Przy
badaniach wizualnych — w mikroskopie $wietlnym — otrzymywane pro-
dukty reakcji muszg by¢ barwne, nie mogg tez one mie¢ zdolnosci tat-
wego dyfundowania poprzez tkanke, poniewaz wtedy nie mozna bytoby
wiasciwie niczego powiedzieé¢ o zlokalizowaniu danej substancji. Do-
chodzi jeszcze — w olbrzymiej wiekszosci wypadkéw — koniecznosé
badan na materiale utrwalonym — a wiec wtasciwy wybor danego utrwa-
lacza i techniki przygotowywania preparatu cytologicznego.

Poza tym jeszcze jeden bardzo istotny warunek — przebieg reakcji
musi byé tagodny, nie mozna stosowaé zbyt silnych srodkéw, ktore
zniszczytyby, wzglednie nawet tylko naruszyty badang strukture. Stad
szereg metod stosowanych w biochemii catkowicie odpada — jak np. te&tj
na KRN z orcyng, poniewaz wymagane w nim traktowanie”giateirafcaf
HC1 stezonym w temperaturze 100°C niszczy c a +t k o w i ey s o

3* [233]
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WiSréd metod, ktérymi postugujemy sie przy badaniach nad KN nie
wszystkie spetniajg wyzej wymienione warunki. Zwlaszcza sprawa spe-
cyficznosci przebiegu reakcji jest czesto niejasna. Szereg wprowadzo-
nych na drodze czysto empirycznej barwien, charakterystycznych dla
jader komdrkowych i ziarnisto$ci cytoplazmatycznych dopiero w ostat-
nich latach znajduje czeSciowe uzasadnienie teoretyczne. Tak wyglada
sprawa stosowanych od przeszto pét wieku reakcji opartych na bazofil-
nosci wymienionych struktur. Obok jednak tych testéw, mato specyficz-
nych — stosowanych juz dzi$ tylko dla og6lnego zorientowania sie
w materiale — rozporzadzamy testami bardziej specyficznymi, o szero-
kiej podbudowie teoretycznej i opartymi na nowych zdobyczach meto-
dyki biochemicznej.

Ogdblnie mozna ws$réd metod oznaczania cytochemicznego kwasow
nukleinowych wyré6zni¢ dwa dziaty: 1 badania w mikroskopie Swietl-
nym i 2. badania spektrofotometryczne. Badania w mikroskopie Swietl-
nym opierajg sie na charakterystycznych reakcjach barwnych czesto
stosowanych w potaczeniu ze specyficzng hydroliza KRN czy KDN badz
enzymatyczng, badZz dziataniem kwasOw nieorganicznych. Wyniki uzys-
kane ta drogag majg charakter jako$ciowy. Badania histofotometryczne
dostarczaja juz danych ilosciowych. Przeprowadza sie je w Swietle wi-
dzialnym badajac krzywga ekstynkcji po odpowiednich reakcjach barw-
nych, — lub w ultrafiolecie, gdzie wykorzystuje sie wtasciwosé pochia-
niania przez KN Swiatta o dtugosci fal 2600 A.

Przy wykrywaniu KN w komdrce oznacza sie je zawsze poprzez re-
akcje charakterystyczne dla poszczegdlnych ich komponentéw. Mozna
wiec wszystkie stosowane tu metody podzieli¢ na trzy grupy — zaleznie
od tego czy wykrywajg one KN poprzez kwas fosforowy, ryboze lub
dezoksyryboze czy zasady purynowe i pirymidynowe. Do grupy | na-
lezg metody polegajace na stosowaniu barwnikéw zasadowych. Jest rze-
czg znang, ze barwniki te — choc¢by znacznie réznigce sie miedzy sobg
budowa chemiczng — ale, ktérych jedyna cechg wspdlng jest posiada-
nie rodnika zasadowego — wykazujg duze powinowactwo do nukleo-
proteidow komorki. Do najpopularniejszych sposrod barwnikéw tych
naleza zielen metylowa, biekit metylenowy, tionina, biekit toluidynowy
(41), Azur B (18), pyronina (35) i gallocjanina (13, 40). Stosowanie roz-
tworéw ich w buforze o pH 5—6 zmniejsza btad spowodowany chwyta-
niem ich przez inne, nawet nie bazofilne substancje. Mozna wedtug ter-
minu Panijela nazwa¢ reakcje te sygnalizacyjnymi. Nie zawsze sg
one Scisle specyficzne, ale pozwalajg na pewne zorientowanie si¢ w ma-
teriale a poparte dodatkowymi badaniami, jak trawienie enzymatyczne,
czy hydroliza kwasami nieorganicznymi oddajg duze ustugi. Stosowany
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dzi§ powszechnie test Bracheta wyrést z takiej wiasnie reakcji
sygnalizacyjnej.

Brachet wprowadzit do cytochemii metode wybidrczego trawie-
nia enzymatycznego KRN. Stwierdzit on, ze po zastosowaniu inkubacji
preparatu w wyciggu zawierajgcym rybonukleaze — przy barwieniu
mieszaning zieleni metylowej i pyroniny — wystepujace w komorce gra-
nulacje pyroninofilne traca zdolno$¢ barwienia sie. Z doSwiadczen tych
wyciggnat wniosek, ze wspomniane ziarnistosci sg siedliskiem KRN (4).

Stuszno$¢ wynikdéw uzyskanych tag metoda zalezy przede wszystkim
od czysto$ci uzytego preparatu enzymatycznego. Danie1li zapatruje
sie na nig bardzo sceptycznie, twierdzac, ze praktycznie biorgc nigdy
nie da sie ustali¢ stopnia czysto$ci — nawet w preparatach enzymu kry-
stalicznego.

Poza tym wedtug jego teorii ziarnisto$ci zasadochtonne wystepujace
w cytoplazmie otoczone sg monomolekularng btonkag proteinowg, co
znow utrudnia dostep enzymu do substratu. Daniel1lli wysuwa para-
doks, ze kto wie, czy nie czysto$¢ enzymu a wiasnie zanieczyszczenia
enzymami proteolitycznymi powodujg dobre wyniki otrzymywane przy
trawieniu ryjbonukleazg (11). Tego rodzaju przypuszczeniom zaprzecza
Panijel stwierdzajagc eksperymentalnie, ze dziatanie roztworéw pep-
syny, trypsyny i chemotrypsyny w stezeniach réwnych stezeniom ewen-
tualnych zanieczyszczeh rybonukleazy nie atakuje ziarnistosci pyronio-
nofilnych (32).

Wedtug wskazowek Bracheta RN-aza wystepuje w $linie ssakow.
Karnkowsk a-G érska stosowata trawienie $ling ludzka przy bada-
niach nad KN gruczotéw przednych jedwabnika (21). W pracach na-
szych probowaliSmy trawienia $ling otrzymang z przetoki psa przygoto-
wanego operacyjnie do badan nad odruchami warunkowymi metodg
Pawtowa. Ma to te zalete, ze $lina pobrana w ten sposob jest catkowicie
jatowa i wolna od zanieczyszczen wystepujacych w jamie gebowej.
Enzymy proteolityczne inaktywowano przez dziatanie wysokiej tempe-
ratury (90°C — 15 min.). Wyniki uzyskane byly zadowalajgce. Poza tym
stosowano tez trawienie wyciggiem RN-azy otrzymanym z trzustki
szczura.

Trawienie rybonukleaza zastosowato szereg autorow jako test do
sprawdzenia innych barwnikéw zasadowych. Stosowana od kilkudzie-
sieciu lat mieszanina Unny-Pappenheima (zieleA metylowa+ pyronina)
dzieki potgczeniu z testem Bracheta pozwala identyfikowa¢ KRN.
W ostatnich latach zostata ona takze doktadnie przebadana od strony
jej przydatnosci do wykazywania DNA oraz do badan iloSciowych.
Kurnick i szereg innych autordw stwierdzitlo na podstawie badanh
cytochemicznych i mikrofotometrycznych — na obszernym materiale
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cytologicznym — oraz na podstawie reakcji przeprowadzanych in vitro,
ze specyficznos$¢ barwienia zielenig metylowa i pyroning zalezg od stop-
nia polimeryzacji substratu, przy czym zielen metylowa tgczy sie w okre-
Slonym stosunku stechiometrycznym z kwasem wysoko spolimeryzo-
wanym, a wiec z KDN (1, 24, 25, 27).

Teze te zaatakowat Taft (43). Kurni ck zbija jednak jego do-
wody, wykazujgc, ze warunki przeprowadzonych przez niego doswiad-
czen nie powodowaty nieodwracalnej depolimeryzacji KDN, stad tez
nie zmienito sie jego powinowactwo do zieleni metylowej (26).

Wedtug Vercauteren — o tym powinowactwie zieleni mety-
lowej do KDN decyduje przede wszystkim budowa przestrzenna czaste-
czek biorgcych udziat w reakcji. Odlegtos¢ miedzy tadunkami ujemnymi
grup fosforanowych makromolekuty KDN réwna sie doktadnie odlegtos$-
ci miedzy tadunkami dodatnimi wystepujgcymi na czasteczce barwni-
ka — co umozliwia tworzenie sie trwatych potgczen (45).

Opracowanie techniki tej metody barwienia podat Chayen (8),
stosowanie jej tez w jego modyfikacji w pracach naszych dawato naj-
lepsze wyniki. Stosowana jest ona nie tylko przy badaniach na skraw-
kach — ale takze przy technice rozmazéw oraz frakcjonowanego ultra-
wirowania homogenizatéw tkankowych (22). Postugujg sie nig autorzy
przy badaniach jakoSciowych, a takze iloSciowych — histospektrofotome-
trycznych.

Obok stosowanego w teScie Brachet'a trawienia rybonukleazg
szereg autorow wprowadzito ekstrahowanie KRN alkaliami (42) lub
kwasem trdjchlorooctowym, nadchlorowym, czy innymi jeszcze kwasa-
mi nieorganicznymi (16, 17, 39). Powodujg one poprzez rozhicie potgcze-
nia glikozydowego rozpad KRN na mate, tatwo dyfundujgce z tkanki
czastki. Stuszno$¢ tych metod jest czesto powaznie kwestionowana.
Atkinson stwierdzit, ze ekstrahujg one z tkanki obok KRN takze
mukopolisacharydy, moze to wiec spowodowaé falszywa interpretacje
wynikéw(2).

Pearse zestawit wyniki uzyskane przez rdznych autoréw z ekstrak-
cja kwasem nadchlorowym. Z zestawienia tego wida¢ wyraznie, ze pew-
ne ustugi metoda ta moze odda¢, jednak nie jest tak specyficzna, jak
trawienie enzymatyczne (33).

Wzorujac sie na tescie Brachet'a wprowadzono do identyfiko-
wania KDN w komoérkach trawienie DN-azg. Metoda ta jest jednak
mniej rozpowszechniona — po pierwsze ze wzgledu na wieksze trudnosci
w otrzymaniu czystego preparatu enzymatycznego — a po drugie po
prostu ze wzgledu na mniejszag potrzebe opracowania takiego testu. Do
selektywnego oznaczania KDN mamy wprowadzong przed doktadnie
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30 laty reakcje cytochemiczng Feulgena i Rossenbecka. Na-
lezy ona do grupy Il reakcji — wykrywajacych KN poprzez cukier.

Reakcja Feulgena polega na odszczepianiu puryn droga tagod-
nej hydrolizy In HC1, nastepnie przejsciu znacznej ilosci dezoksyrybozy
z formy furanozowej w aldehydowg i na reagowaniu uwolnionych w ten
spos6b grup aldehydowych z odczynnikiem Schiffa. W wyniku otrzy-
muje sie wybidrcze zabarwienie chromatyny jadra. Szczegdlnie waznym
etapem jest tu przeprowadzenie hydrélizy. Lison podaje uzupetniong
wihasnymi badaniami tablice Bauera wskazujgcg optymalne czasy
hydrolizy po réznych utrwalaczach (3, 29).

Zastosowanie witasciwego czasu hydrolizy zapewnia uwolnienie grup
aldehydowych — bez strat spowodowanych ekstrakcjag KDN, ktéra za-
chodzi przy zbyt dtugim hydrolizowaniu. Wedtug Sibatani i Fu-
kuda straty te sg o wiele wieksze dla tkanek nieutrwalonych — ho-
mogenizatéw, niz dla tkanek utrwalonych, w ktérych przy zbyt diugiej
hydrolizie nie przekraczajg one 10% (36). Haskim poleca przepro-
wadzanie hydrolizy kwasem fosforowym (30—85% — 1 godz. temp. 28°).
Wedtug niego dzieki mniejszej zawartosci wody w piynie hydrolizuja-
cym zmniejsza sie ujemne efekty dyfuzji (20).

Oczywiscie niezmiernie wazne jest witasciwe przygotowanie samego
odczynnika (30).

Stusznos$¢ lokalizowania KDN metodg Feulgena — Rossen-
becka zaatakowali powaznie przed kilkoma laty E. i E Stedman.
Opierajac sie na badaniach przeprowadzonych na preparatach KN stwier-
dzili oni, ze powstajacy w czasie reakcji produkt — potgczenie zhydroli-
zowanego KDN z odczynnikiem Shiffa jest catkowicie rozpuszczalny
w wodzie — wobec tego otrzymane zabarwienie chromozoméw spowo-
dowane jest jedynie zjawiskiem zaadsorbowania barwnika przez biat-
ko — a nie istothym wystepowaniem na nich KDN (38). Jednak nie mozna
tak bez zastrzezen przenosi¢ wynikéw uzyskanych in vitro na teren re-
akcji odbywajgcych sie w komoérce. KDN komdrki wystepuje w powig-
zaniu z biatkami, jest catkowicie nierozpuszczalny i witasciwosci tej —
jak wykazal Brachet — nie zmienia po krétkotrwatej hydrolizie (5).

Podobnie przedstawia sie sprawa zwigzku miedzy intensywnoscia
zabarwienia uzyskanego w reakcji a stosunkiem ilosci biatek do KDN.
Stwierdzono, ze in vitro intensywno$¢ ta zmienia sie zaleznie od ilosci
obecnych w prébie histon6w — na reakcjach przeprowadzanych in situ
zadnego takiego wptywu nie zaobserwowano (37).

Zarzuty, ze reakcja przebiega na skutek obecno$ci innych — nie
powstatych po hydrolizie KDN grup aldehydowych — tatwo odeprzeé
stosujgc barwienie kontrolne na materiale nieshydrolizowanym, oraz
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hydrolizowanym — ale poddanym uprzednio dziataniu specyficznych
czynnikéw blokujgcych grupy COH.

Rewelacyjne ,wyniki podali w 1953 roku Chayen i Norris.
Zakwestionowali oni catkowicie przydatno$¢ cytochemiczng reakcji
Feulgen‘a dla badaneqo przez nich materiatu bogatego w bazofilne
ziarnistosci cytoplazmatyczne — merystemow korzonkéw Vicia Faba.
Zdaniem ich juz parominutowa hydroliza In HC1 wystarczg, zeby struk-
ture tych granulacji zniszczy¢ i spowodowacé przesuniecie uwolnionych
KN do jader komdérkowych. Wedtug nich wykrywany w jadrze KDN jest
wtasnie cytoplazmatycznego pochodzenia (9).

Narazie praca ta nie wywotata w literaturze dyskusji i zgodnie z do-
tychczasowymi danymi reakcja Feu lgen'a uznawana jest nadal przez
096t badaczy za wiasciwg i wysoce specyficzng przy wykrywaniu KDN.

De Lamater i wsp6tpracownicy opracowali na komdrkach we-
getatywnych glondw Chlamydomonas metode specyficznego jednoczes-
nego barwienia jader i bton komdrkowych. KDN jader wykrywajg oni
przy pomocy wytworzonego w czasie przebiegu reakcji —in situ — zmo-
dyfikowanego odczynnika Schiffa — w ktdrym na miejscu fuksyny wy-
stepuje Azur A (28).

Danielli sugeruje mozliwos¢ wykorzystania reakcji aldehydowej
z odczynnikiem Schiffa takze dla wykrywania KRN. W przeprowadzonych
przez niego badaniach wstepnych uzyskat on po odpowiednim zastoso-
waniu hydrolizy, blokowaniu grup aldehydowych i nastepnie utlenianiu
grup glikolowych pentozy charakterystyczne dla aldehydéw zabarwie-
nie w miejscach, w ktérych, jak moéwi, w komoérce zwykle wystepuje
KRN (12).

Do réwnoczesnego selektywnego wykrywania KDN i KRN Tur-
chini wprowadzit reakcje z fluoronami (9-fenylo-2,3,7, trojhydroksy
6 fluoron, 9-metylo 2,3,8 trojhydroksy 6 fluoron). W $rodowisku kwasnym
zachodzi poprzez grupy hydroksylowe odczynnika kondensacja jego
z cukrami. Nastepnie po umieszczeniu preparatu w Srodowisku alkalicz-
nym otrzymuje sie nierozpuszczalny produkt reakcji o wyraznym kon-
trastowym zabarwieniu zaleznie od rodzaju cukru (dla fenylo-fluoronu:
KDN — niebieski, KRN — rézowy, dla metylo-fluoronu KDN — fiole-
towy, KRN — r6zowo-pomarafhczowy) (44). :

Gomori atakujac stuszno$¢ tej metody mowi, ze nie wyszta ona
poza pracownie w Montpellier, w ktérej zostata wprowadzona, tymcza-
sem juz dzi$ coraz czeSciej spotyka sie jg w literaturze stosowang obok
innych, powszechnie uznanych reakcji. Panijel, Lison podkreslaja
konieczno$¢ doktadniejszego jej opracowania, zar6wno od strony cyto-
logicznej, jak i biochemicznej (19, 29, 32).

Metode te zastosowaliSmy w naszych pracach. PostugiwaliSmy sie
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odczynnikami zsyntetyzowanymi przez Zaktad Technologii Srodkéw Le-
karskich Akademii Medycznej w todzi".

Badajac rozmieszczenie KN w gruczotach przednych jedwabnika
otrzymaliSmy wyniki zgodne z tymi, jakie dawaly inne metody barwie-
nia. Trzeba jednak doda¢, ze reakcja ta nie zawsze i nie na kazdym ma-
teriale zachodzita. Prawdopodobnie byto to skutkiem bitedéw techniki,
lub niedostatecznego stopnia oczyszczenia odczynnika co przy dalszej
pracy da sie usunac.

Il ,grupa reakcji cytochemicznych dla KN opiera sie na wykry-
waniu ich poprzez zasady purynowe i pirymidynowe.

Danielli opracowal metode wykrywania KN opartg na sprzega-
niu puryn i pirymidyn z wodorotlenkiem dwuazoniowym. Otrzymuje sie
produkt reakcji o kolorze jasno-z6ttym. Pogiebienie tego zabarwienia
mozna uzyska¢ przez odpowiednie dotaczenie np. fenolu do pozostatej
wolnej grupy aktywnej odczynnika — w wyniku czego otrzymuje sie
silnie zabarwiony barwnik azowy. Przy czym — poniewaz szereg zwigz-
kow obecnych w komoérce — jak tyrozyna, histydyna, tryptofan — daje te
samg reakcje — eliminuje sie je przez dziatanie odpowiednich czynni-
kow blokujacych (dinitrofluorobenzen blokuje wszystkie fenole i histy-
dyne, kwas nadmréwkowy — tryptofan, chlorek benzoilu — niszczy hi-
stydyne, tryptofan i tyrozyne (12)).

Mimo ze Danie 1li daje szerokie wyjasnienie teoretyczne tej me-
tody zostata ona bardzo krytycznie przyjeta przez innych badaczy, nie
spotyka sie tez zupetnie w literaturze prac, w ktérych by sie nig postu-
giwano (19).

Szkota badaczy szwedzkich — z Casperssonem na czele —
wprowadzita do cytochemii metode badania widma absorbcyjnego KN
w ultrafiolecie. Opierajac sie na wiasciwosci absorbowania przez pury-
ny i pirymidyny promieni U.V. o okre$lonej diugosci fali — w poblizu
2600 A i zaktadajgc, ze w preparacie cytologicznym — praktycznie
biorgc — wszystkie dajgce sie utrwali¢ zasady purynowe i pirymidyno-
we wystepujg tylko jako powigzane sktadniki kwaséw nukleinowych —
Caspersson badat na kliszy fotograficznej lub za pomocag komérki
fotoelektrycznej stopien pochtaniania promieni U.V. przez rbézne struk-
tury komoérki. Metoda ta — uzupetniana pracami innych uczonych —
pozwala na badania iloSciowe. Biad, jak podaje Caspersson, dla
obiektow o niezbednych dla doktadno$ci pomiarow wymiarach nie
mniejszych niz 3-krotna dtugos$¢ fali uzytego Swiatta nie przekracza 5%.
Poniewaz metoda ta nie pozwala na rozréznienie KDN i KRN stosuje

¥ Kol. dr A. Kotetko i mgr Tkaczynskiemu za wykonanie tej syntezy serdecznie
dziekujemy.
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sie ja zawsze w potgczeniu z innymi, jak reakcja Feulgena, czy
trawienie enzymatyczne (7, 34).

Metoda ta stosowana jest nie tylko do badan na materiale utrwa-
lonym — ale takze przyzyciowo. W zwigzku z tym dyskutowana jest
w literaturze sprawa wptywu samego promieniowania tej czesci widma
na strukture komorki. Wysuwa sie zarzuty, ze pochtanianie U.V. w zy-
wej komorce nie zachodzi odrazu, a pojawia sie dopiero stopniowo
w miare uszkadzania komorki i zachodzgcych w niej juz czeSciowo zmian
nekrotycznych (6).

Ostatnie prace Koeniga (54 r) nad nukleoproteidami zywych
komérek nerwowych hodowanych in vitro przeczytyby tym zarzutom.
Stwierdzit on, ze utrwalenie materiatu wptywa jedynie w bardzo nie-
wielkim stopniu na zmniejszenie absorbcji — zasadniczy ksztatt krzy-
wej pozostaje ten sam (23).

Badania nad wptywem U.V. na spektra absorbcyjne roztworéow kwa-
sow nukleinowych, nukleotydow i zasad purynowych i pirymidynowych

wykazaty, ze dopiero diuzej trwajgce — parogodzinne promieniowanie
U.V. wywotuje w roztworach tych dajgce sie mierzy¢ zmiany w spek-
trach (10).

Wprowadzenie do cytochemii badan spektrofotometrycznych — za-
rowno w ultrafiolecie, jak i w Swietle widzialnym — rozwineto mozli-
wosci badan iloSciowych.

Cytologia — po diugim okresie przewagi badan morfologicznych —
wkroczyta w faze dynamicznego rozwoju cytofizjologii, biologii komor-
kowej.

Tak istotne dla tej biologii zagadnienia, jak sprawy zwigzane z me-
tabolizmem niektérych zwigzkdéw, zlokalizowanie ich, powigzanie z okre-
$lonymi strukturalnie i funkcjonalnie organellami komorki — rozstrzy-
gane sg wtasnie w oparciu miedzy innymi o badania cytochemiczne.

Teoria Caspers sona o kierowniczym udziale heterochromatyny
jadrowej w syntezie bialek — czy koncepcja Brachet'a o roli kwa-
sow nukleinowych cytoplazmy rozwinety sie na podstawie rozlegtych
badan cytochemicznych tych autorow.

Metody cytochemiczne, ktore wyrastajg z nowych osiggnieé meto-
dyki biochemicznej — wracajg czesto do biochemii jako cenna niekie-
dy pomoc w rozwigzywaniu zagadnien.

Takim przyktadem zazebiania sie metod tych dwdch dziedzin wiedzy
jest badanie komoérek przy pomocy frakcjonowanego wirowania albo
prace Hydena, czy Edstrdma.

Edstrdm opracowat metode ilosciowego badania KRN w pojedyn-
czych witoéknach nerwowych. Postugujac sie mikromanipulatorem wy-
ekstrahowany z poszczegdlnych komorek KRN poddawat mikroelektro-
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forezie na odpowiednio przygotowanym jedwabiu miedziowym lub pas-
kach celofanu i otrzymany w ten sposob preparat badat w ultrafiolecie.
Pozwolito mu to na ustalenie sktadu iloSciowego puryn i pirymidyn po-
szczegblnych nukleotydéw (14, 15).

Duze ustugi w cytochemii KN odda tez jeszcze z pewnoScig metoda
historadiograméw — z zastosowaniem izotopow pierwiastkow promie-
niotwoérczych — a takze analizy w mikroskopie fluorescencyjnym —
np. uzyskana przez Meisla — po zastosowaniu niektorych fluorochro-
moéw — wyrazna kontrastowa fluoroscencja KDN i KRN (31).

Niestychanie necagce sg perspektywy badan cytochemicznych w mi-
kroskopie elektronowym. Danielli podaje pierwsze proby tego ro-
dzaju badan, narazie tylko w odniesieniu do biatek, mamy jednak prawo
przypuszczac, ze mogg one sie tez rozwing¢ w cytochemii KN. Ogolnie
metoda ta polega na przytgczaniu do zwigzku badanego duzych grup
organicznych zawierajgcych metale ciezkie — przez co zwigksza sie
jego zdolnos$é rozpraszania elektronéw — dzieki czemu zwigzek ten moze
by¢ uwidoczniony na elektronogramie (12).

Serdecznie dziekuje pani doc. S. Niemierko za krytyczne przejrzenie rekopisu.
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LEOKADIA KLYSZEJKO

Kwasy nukleinowe bakterii

Zaktad Biochemii Uniwersytetu tédzkiego

Zainteresowanie kwasami nukleinowymi bakterii siega poczatkéw
badan nad nukleoproteidami. Juz w kilkanascie lat po genialnych odkry-
ciach Mieschera i Hopp e-Seylera rozpoczeto poszukiwania
kwasow nukleinowych w komdrkach bakteryjnych, lecz do niedawna
bezsprzecznym wynikiem tych usitowan bylo jedynie stwierdzenie
udziatu nukleoproteidéw w budowie bakterii oraz trudnosci preparatyw-
nych (Ruppel (98), Levene (79.70), Brown i Johnson (30,
31, 66 — 68), Coghill (41), Mencel i Heidelberger (88),
Sevag iin. (104, 106), Seibert i wspoOtpr. (102, 103), itd).

Dopiero w ostatnim dziesiecioleciu szybki rozw6j ogdlnych badan nad
kwasami nukleinowymi znacznie pogtebit i poszerzyt zagadnienie tych
zwigzkow w bakteriach. Skoncentrowato sie ono w kilku wybitnych
osrodkach, z ktérych nalezy wymieni¢ szkote Bietozierskiego,
Boivina, Aver y'ego, Chargaffa i Zamenhoffa,
Hotchkissa Smitha, Wyatta. W Polsce badania nad
kwasami nukleinowymi bakterii prowadzone sg pod kierunkiem M i-
kulaszka i Shugara.

Twérczemu wysitkowi wszystkich tych badaczy zawdziecza sie sze-
reg metod preparatywnych, okreslenie ilosci i struktury pewnych bak-
teryjnych kwaséw nukleinowych oraz ich udzialu w niektérych pro-
cesach zyciowych bakterii.

Preparatyka kwaséw nukleinowych z bakterii

Wyjatkowe trudno$ci, jakie nasuwa preparatyka kwaséw nukleino-
wych z bakterii, prawdopodobnie znajdujg uzasadnienie w specyficznych
wiasciwosciach bakteryjnej btony komérkowej oraz mocniejszym po-
wigzaniu wewnatrzkomoérkowych kompleksdw. Niezbednym przeto za-
biegiem, poprzedzajgcym wtasciwe izolowanie nukleoproteidow z bak-

[2431
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terii jest przede wszystkim naruszenie ciggtoSci bakteryjnej biony ko-
morkowej za pomoca czynnikow natury fizycznej, badz chemicznej.

Do czynnikéw fizycznych zalicza sie mechaniczne rozcieranie bak-
terii z proszkiem szklanym lub wytrzgsaniu ich na peretkach szklanych,
oraz rozrywanie komorek bakteryjnych przy pomocy ultradzwiekow.
Ten ostatni zabieg, wprowadzony do bakteriologii przez Flosdorffa
i wspbtpr. (52) nie znajduje obecnie szerszego zastosowania z uwagi nha
mozliwos¢ depolimeryzacji kwaséw DN (Laland i in. (77)).

Z metod chemicznych stosowanych do dzi$, nalezy wymienié¢ roz-
puszczanie pewnych sktadnikéw kompleksu biatkowo-cukrowo-ttuszczo-
wego bakteryjnej btony komérkowej, a takze cze$ciowo komorki, w al-
kaliach, chloroformie, roztworach mocznika, czy soli kwaséw 2zoicio-
wych.

Preparatyka kwasow nukleinowych z bakterii, jak z kazdego innego
materiatu biologicznego, zawiera kilka etapéw, a mianowicie: a) wy-
cigganie nukleoproteidéw i ich wytracenie, b) oczyszczenie i odbiatcze-
nie nukleoproteidéw, c) wydzielenie z odbiatczonego roztworu kwasow
nukleinowych oraz d) ich rozdzielenie. Na wszystkich tych etapach zaz-
nacza sie réznorodno$¢ i swoisto$¢ bakteryjnych nukleoproteidéw.

Izolowanie nukleoproteidéw ze wzgledu na szeroki wachlarz struk-
tury komorki bakteryjnej, przeprowadza sie rdznorodnymi metodami
ekstrakcji. Dawne drastyczne wycigganie alkaliami ustapito dzi§ miej-
sca bardziej tagodnym metodom, a mianowicie ekstrakcjom roztworami
buforowymi (Chargaff i wspétpr. (37, 38), Siegel i in. (109), badz
wodg (Snellman i Widstrom (113), Blix i wspdipr. (18)),
a najczesciej roztworami NaCl i innych soli.

W toku réznych metod ekstrakcji ujawnito sie szereg szczegdlnych
cech bakteryjnego nukleoproteidu. | tak wybitny mikrobiolog radziec-
ki Bietozierskij (8 — 17) wyciagajac nukleoproteidy z roznych
bakterii rozcieAczonymi roztworami alkalicznymi z nastepnym rozfrak-
cjonowaniem, miat mozno$¢ zaobserwowaé juz w 1941 r. (11) przynaj-
mniej dwa typy wigzan pomiedzy kwasem DN i biatkiem: labilne, typu
soli, oraz bardziej trwate. Stabilny dezoksyrybonukleoproteid nie ule-
gat rozpadowi na komponenty sktadowe pod wptywem nasyconego kwa-
su pikrynowego. Zgodnie z obserwacjami Bietozierskiego kwas
DN, mocno zwigzany z biatkiem wystepuje przede wszystkim, jezeli nie
wytgcznie, w miodych aktywnych komdrkach bakteryjnych i zanika
w miare starzenia sie hodowli.

Dane Bietozierskiego zyskaly w latach po6zniejszych po-
twierdzenie w pracach innych badaczy, miedzy innymi Chargaffa
i Saide la (34, 38). Autorzy ci zauwazyli, ze nukleoproteid, wyciag-
niety roztworami buforowymi z pateczki gruzliczej nie ulegat dysocjacji
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w obecnosci takiego elektrolitu, jak sél lantanu, co przemawiato za moc-
niejszym wigzaniem biatka z kwasem nukleinowym.

Wyjatkowo luzne potgczenie tancuchéw wielopeptydowych z wielo-
nukleotydowymi stwierdzono w nukleoproteidzie ze Streptococcus pneu-
moniae (typ VI), otrzymanym w toku ekstrakcji roztworami NaCl wo-
bec NaF (Koenig i wspotpr. (76)).

Kilka nieoczekiwanych wtasnosci bakteryjnych nukleoproteidow
ujawnito ekstrahowanie roztworami NaCl. Metoda Mirsky'ego i Po I-
listera (89), wykorzystujgca rozng rozpuszczalno$¢ nukleoproteidow
w roznych stezeniach chlorku sodu, a mianowicie rozpuszczalnosé ry-
bonukleoproteidu w 0,14 M NaCl przy braku rozpuszczalnosci dezoksy-
rybonukleoproteidu w tym roztworze, znalazta zastosowanie tylko do
pewnych bakterii. W ten sposéb Mirsky'emu i Pollisterowi (90)
udato sie wyizolowac ze Streptoccocus pneumoniae (typ IlI) t.zw. ,,chro-
mozyne", przypominajagcg swoim skitadem ,chromozyne" grasicy. Po-
dobnie dezoksyrybonukleoproteidy z Bacillus Schatz, Serratia marces-
cens (Zamenhof, Brawerman i Chargaff (130)), z Chlostri-
dium perfringens (Clinton i Parsons (40)) i inne byty nierozpusz-
czalne w 0,14 M NaCl. Nalezy nadmieni¢, ze dla izolowania dezoksyry-
bonukleoproteidéw z Serratia marcescens Chargaff (39, Zamen-
hof i wspdtpr. (130) zaproponowali 3,5 M roztw6r NaCl, gdyz dopiero
w takim stezeniu dawato sie zahamowac aktywnos$¢ dezoksyrybonuklea-
zy tych bakterii.

Swoistoscig catego szeregu gatunkéw bakteryjnych okazata sie roz-
puszczalno$¢ dezoksyrybonukleoproteidow w 0,14 M NaCl. Cecha ta
zostata stwierdzona przez Chargaffa i Saidela (38) dla Mycoba-
cterium tuberculosis, przez Overenda i wspotpr. (96) dla Hemophi-
lus pertussis, przez Gandelmana, Zamenhofa i Chargaffa
(54) dla E. coli itd. Fakty te spowodowaty miedzy innymi, ze przy wy-
cigganiu nukleoproteidow korzysta sie czesto z roztworéw innych so-
ii, okazujgcych dodatkowe witasnosci, np. roztworéw cytrynianu, arsenia-
nu czy fluorku sodu, hamujgcych dziatanie dezoksyrybonukleazy (G a n-
delman iin. (54). Zamenhof i wspdtpr. (130), Jones (70)) oraz
cholanu czy dezoksycholanu sodu, obdarzonych jednoczes$nie wtasnoscia-
mi detergentow (Henry i Stacey (60 — 62), Overend i in. (96),
Schneider (101), Avery i Mc Carty (6, 83 — 87), Zamenhof
i wspéipr. (129) itd.)

Nalezy nadmieni¢, ze ekstrakcje wodg i roztworami pewnych soli
np. cytrynianu czy arsenianu sodu, pociggajg za sobg pewne trudnosci
w wytrgceniu nukleoproteidéw bakteryjnych. Pomys$lne wyniki zapew-
nia kationowy detergent, tzw. ,,cetawlon™ (bromek cetylo-tr6jmetylo-amo-
niowy) zaproponowany ostatnio przez Jonesa (69, 70). W wypadku
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stosowania ,cetawlonu" ulegajg pewnej modyfikacji zwykie metody
oczyszczania nukleoproteidow tj. wykorzystujg one fakt, ze kompleks
nukleoproteidowo-cetawlonowy jest nierozpuszczalny w roztworach
NaCl o stezeniu nizszym od 0,3 M.

Odbiatczenie nukleoproteidéw 'bakteryjnych nasuwa wiele trudnosci
na skutek znacznie silniejszego powigzania obu sktadowych komponen-
tow niz w nukleoproteidach innego pochodzenia. Mato efektywne bgdz
niestychanie zmudne okazuja sie w zastosowaniu do bakterii powszech-
nie uzywane w tym celu zabiegi, jak dysocjacja nukleoproteidéw za po-
mocg silnych roztworéw soli (NaCl, (NH~SO-i), eluowanie biatka na
chloroformowo-wodnej powierzchni, czy stragcenie biatek przy pomocy
anionowych detergentéw, najczesciej siarczanéw wyzszych alkoholi
W wyniku niedawnego krytycznego przeglagdu metod Jones i Marsh
(71) proponujg dla nukleoproteidow bakteryjnych wstepne odbiatczenie
anionowymi detergentami np. siarczanem dodecylu sodu, wzglednie przy
pomocy wodzianu chloralu, szczegdlnie efektywnego w wypadku bak-
terii, oraz usuniecie $Sladéw biatka metodg Sev ag'a (105).

Powaznym zagadnieniem w preparatyce kwasow nukleinowych bak-
terii jest ich rozdzielenie. Wobec tego, ze nie zawsze daje sie to prze-
prowadzi¢ przy pomocy techniki Mirsk y'ego i Pollister‘a (89, 90),
wielu badaczy uciekato sie do innych metod. Rozdzielenie w komorce
elektroforetycznej, pomys$ine przy oczyszczaniu kwasu DN obdarzonego
aktywnoscig transformacyjng (Zamenhof i in. (132), nie znajduje
szerszego zastosowania ze wzgledu na zmudng technike.

Zupetnie dobre wyniki zapewniajg dwie metody wprowadzone do
bakteriologii przez Jonesa i wspétpr. (49, 69, 70), a mianowicie roz-
dzielenie przy pomocy ,cetawlonu”, wykorzystujagce rézng rozpuszczal-
nos¢ w roztworze NaCl kompleksow tego zwigzku z kwasami RN i DN
oraz rozfrakcjonowanie na weglu aktywnym. Roztwér zawierajacy oba
kwasy nukleinowe zmieszany doktadnie z weglem aktywnym ulega roz-
dzieleniu tj. kwas DN pozostaje w roztworze, a kwas RN adsorbuje sie
na weglu aktywnym i daje sie eluowac¢ roztworem fenolu.

Zawarto$¢ kwasow nukleinowych w bakteriach
i ich lokalizacja

Zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w (bakteriach znacznie przewyzsza
ilos¢ tych substancji w innych komdrkach roslinnych czy zwierzecych.
Okresla sie jg w toku klasycznego analitycznego rozdzielenia kwaséw
RN i DN metodg Schmidta i Thannhausera (99), badz
Schneidera (100), czy Ogura i Rosena (95 po usunie-
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ciu zwiazkow lipidowych i kwasorozpuszczalnych. Pomys$ing w zastoso-
waniu do mikroorganizméw okazuje sie rdwniez technika Schneide-
ra w modyfikacji Webba iLevy ego (119) (1955), polegajacej na ilos-
ciowym oznaczaniu dezoksyrybozy przy uzyciu p-nitrofenylohydrazyny.

Wielu dawnych autoréw, miedzy nimi Bietozierskij (8 — 17),
oznaczato ilos¢ kwaséw nukleinowych i nukleoproteidow na podstawie
zawartosci catkowitego fosforu i azotu w suchej masie bakterii, co nie
byto pozbawione pewnych biedow.

Tablica 1

Zawarto$¢ kwasoéw nukleinowych, nukleoproteidow i biatek w bakte-
riach w zaleznos$ci od wieku hodowli (°/o suchej masy)

Szczep Kw'asy Biatka Nukl'eo—
nukleinowe proteidy
Spirillum volutans
hodowla 2 dniowa 28,8 36,4 65,2
) 4 i 21,3 48,6 69,9
. 6 10,6 63,6 74,2
E. coli
hodowla 5 godz. 22,43 57,0 79,43
20 14,13 e 72,4 86,53
. 48 9,66 70,4 80,06
B. paradysenteriae
hodowla 5 godz. 28,18 61,0 89,18
20 ,, 19,97 74,0 93,97
48 14,77 70,9 85,67

wg Bietozierskiego (14)

Przedstawione na tablicach 1 i 2 dane Bietozierskiego (14)
wyliczone z wartosci fosforu i azotu w suchej masie bakterii, oraz dane
innych autorow, oparte gtownie na technice Schneidera (100), wy-
razajg wyjatkowe bogactwo komorek bakteryjnych w kwasy nukleino-
we. W zaleznosci od gatunku i warunkéw fizjologicznych ilos¢ kwa-
sow nukleinowych w bakteriach stanowi od 10 — 25%, a wg Bieto-
zierskiego do 30% ich suchej masy, z czego na kwas DN przypada
od 2 — 5®o, a na kwas RN od 5 — 20%, a nawet do 25%. Od ogdlnego
schematu odbiegajg ilosci kwaséw nukleinowych w riketsjach (Smith
1Stocker (Ul)), tj. zawartos¢ kwasu DN ok. 10%, a kwasu RN od
2 — 5% suchej masy, co w przypadku organizmow stojacych na pograni-
czu wirusow i bakterii nie budzi wielkiego zdziwienia.

Zawartos¢ kwasow nukleinowych zmienia sie w zaleznosci od wie-

4 Postepy Biochemii
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ku bakteryjnej hodowli. 1lo$¢ kwaséw nukleinowych, najwyzsza w mio-
dych szybko mnozacych sie bakteriach (20 — 25°/o0 suchej masy) spada
w miare starzenia sie (5 — 15%) (Boivin (19, 29), Vendrely i in.
(115 — 118)). Fakt ten dowodzi, ze akumulacja znacznych ilosci kwa-
sow nukleinowych jest jednym z czynnikéw warunkujgcych zdumie-

Tablica 2

Zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w réznych bateriach (% suchej masy)

Szczep KN KDN KRN Autor
og6tem
Staphylococcus 11,57 2,82 8,75 Vendrely (115)
Eberth. typhosa 12,84 3,72 9,12
E. coli (rézne szczepy) 13,90 4,17 9,73
13,12 4,40 8,72
14.67 4,24 10,43
15,76 4,29 11,47
Pateczka jelitowa Sx
hodowla 5 godz. 21,4 8,1 15,3
. 20 13,1 4,48 8,7
Proteus P 18 11,59 3,28 8,31 Vendrely i
Tulasne (120)
Rickettsia burnetti 9,8 2,95 Smith i
W u 9,5 55 Stocker (111)

wajgce zdolnosci zyciowe bakterii, jak wyjatkowg intensywno$¢ prze-
mian, czy zawrotng szybko$¢ rozmnazania, bedgcych wyrazem wzmo-
zonej syntezy biatkowej.

Niewatpliwego udziatu kwaséw nukleinowych w procesach syntezy
biatka dowodzg na materiale bakteryjnym frapujace, bardzo niedawne
badania Gale i Folkesa (55), (56, 58). Inkuboiwanie wobec mie-
szaniny radioaktywnych aminokwaséw i zrodta energii (np. ATF) ,,pod-
komoérkowych" preparatow gronkowcowych uzyskanych przy pomocy
ultradzwiekdédw, a pozbawionych w réznym stopniu obu kwaséw nuklei-
nowych, wykazuje wyrazng zalezno$¢ aktywnos$ci enzymatycznej, a tym
samym syntezy biatka od zawarto$ci kwaséw DN i RN.

W hipotetycznym mechanizmie syntezy biatka czasteczka kwasu DN
bytaby rusztowaniem dla tworzenia sie tancuchdw rybonukleotydowych,
a dopiero na tych ostatnich realizowatoby sie najsubtelniejsze modelo-
wanie nowej drobiny biatkowej.

Atrakcyjne sg eksperymenty Gale i Folkesa (56) stwierdzajgce,
ze inkorporacja niektdrych napietnowanych aminokwaséw w biatko ko-
morek gronkowcowych, moze by¢ aktywowana przez dodanie nie tyl-
ko kwasu RN w catosci, ale jeszcze efektywniej przez jego fragmenty,
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jak dwu- lub trojnukleotydy, np. dwunukleotyd adenilo-cytydylowy.
Biatkotwdrcza, gatunkowo specyficzna, funkcja kwasu RN wydaje sie
byé zwigzana z okre$Slong sekwencjg poszczegdlnych nukleotydow w ca-
tym tancuchu. Postulowana przez Dounce'a (46) rola kwasu nukleino-
wego, jako ,modelu natury" zdaje sie zyskiwa¢ w. wyzej wspomnia-
nych badaniach pewne uzasadnienie doswiadczalne.

Rozmieszczenie kwasdéw nukleinowych w komérce bakteryjnej
w Swietle wieloletnich badan cytochemicznych, popartych obserwacja-
mi w mikroskopie elektronowym i fazowo-kontrastowym, wydaje sie
przypominaé¢ lokalizacje nukleoproteidow w innych komoérkach, a mia-
nowicie kwas RN w cytoplazmie, a kwas DN w swoistym jadrze bakte-
ryjnym, tzw. ,nukleoidzie", stanowiacym pewien etap ewolucji apara-
tu jadrowego wyzszych organizmow.

Wymiary swoistych jader bakteryjnych zmieniajg sie w zaleznosci
od rozmiaréw bakterii i wahajg sie w granicach utamkdw mikrona, np.
0,6 S$rednicy w komérkach. E. coli. Z tym wymiarem trudno pogodzic
wielkosé czasteczek kwasu DN z E. coli, jakag udato sie ustali¢ w 1954 r.
Rowenowi i Normanowi (97), a mianowicie mase drobinowg
ok. 7.106, dtugos$¢ od 0,8 — 1,0 Hi Srednice czasteczki ok. 20 A. Autorzy
przypuszczaja, zgodnie z badaczami kwas6w DN w komérkach organiz-
mow wyzszych, ze czasteczka kwasu DN, obdarzona niezwyktg gietko-
$cig, ulega odwracalnemu skreceniu i rozwinieciu w ciggu zycia komar-
ki, natomiast wydtuza sie nieodwracalnie w toku zabiegdw preparatyw-
nych.

Wielko$¢ czgsteczek kwasu DN wydaje sie zmienia¢ nie tylko wraz
z odmiennym gatunkiem, ale i szczepem bakteryjnym. Wskazujg na to
wyniki badan wizkozymetrycznych Koeniga (75 — 1955) nad roz-
tworami soli sodowych kwas6w DN, izolowanych w identycznych wa-
runkach z roznych typéw Streptococcus pneumoniae. Wielko$¢ cza-
steczki kwasu DN z typu Ill, okreslona wartosciami: 1, 2. 10° (masa dro-
binowa), 0.399 (dtugos¢) i 18 A (Srednica czasteczki), odbiega znacznie
od odpowiednich danych odno$nie drobiny kwasu DN ekstrahowanego
z typu VI Streptococcus pneumoniae (masa czasteczkowa — 2,1.106, dtu-
gosé — 0,499 \i oraz Srednica ok. 22,6 A)).

llosci kwaséw DN przypadajgce na jedng komorke bakteryjng row-
niez wahaja sie w szerokich granicach, np. 2.10™15 g dla Hemophilus
influenzae (Zamenhof i wsp6ipr. (129)), 10“ 14 g dla E. coli (Boi-
viniin. (29)), ale sag znacznie nizsze od przecietnych zawartosci kwaséw
DN w komoérkach tkankowcéw (ok. 6.10_12g) (Vendrely iVendre-
iy (121)).

Inaczej przedstawia sie sprawa z cytoplazmatycznym kwasem RN,
ktérego ilos¢ w bakteriach znacznie przewyzsza odpowiednie wartosci
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w komdrkach organizmow wyzszych i ponosi gtéwng odpowiedzialno$c
za wahania w ogdlnej zawarto$ci bakteryjnych kwaséw nukleinowych.
Fakt ten staje sie zrozumiatym w przypadku organizméw wykazujgcych
ze wszystkich zywych komérek najwyzsza zdolno$é mnozenia i w kon-
sekwencji najwyzsza zdolno$¢ syntezy biatka. Nalezy przypomnieé, ze
obfitos¢ kwasu RN w cytoplazmie bakterii nadajac jej wybitng zasa-
dochtonno$é¢, przez wiele lat uniemozliwiata wykazanie zwyklymi me-
todami barwienia réwniez zasadochtonnego jadra (Blizsze szczegdly
w artykule Ktyszejko (73)).

Tablica 3

Frakcje fosforowe szczepéw Corynobacterium diphteriae bogatych i ubogich
w ziarnisto$ci metachiromatynowe (°/0 suchej masy)

Polifosforany

) P. Ortofos-
iSzczepy catk. forany kwaso- k.waso— KRN KDN
rozp. nierozp.
Bogate w ziarnis-
tosci metachroma- 2,29 0,38 0,15 0,47 0,46 0,16
tynowe
Ubogie w ziarnis-
tosci metachroma- 2,10 0,20 0,10 0,17 0,89 0,39

tynowe

wg Ebela (50)

Rozmieszczenie kwaséw RN w cytoplazmie bakteryjnej nie zostato
jeszcze wyjasnione. Dane dotyczace ewentualnej obecnosci w bakte-
riach mitochondrii, a zwtaszcza mikrosoméw nie sg jednoznaczne. Nieco
wiecej jest wyswietlony udziat kwasu RN w strukturze ziarnisto$ci me-
tachromatynowych. Poglagd Bietozierskijego (11), ze podstawo-
wym sktadnikiem wolutyny jest wolny kwas RN (N : P = 9, 2 : 10,0),
nazwany przez niego ,wolutynowym". ulega poprawce w Swietle badan
z ostatnich lat. Prace Ebela (50), a takze Wilkinsona i Dugui-
da (112) nad bakteriami Ubogimi i bogatymi w wolutyne, wykazaty, ze
tworzywo ziarnisto$ci metachromatynowych stanowig przede wszystkim
polifosforany (metafosforany) (tablica 3). Znaczenie tych zwigzkow
w procesach fosforylacji, prawdopodobnie na skutek regeneracji ADF,
podkreslajag ostatnie prace Windera i Denneny (126, 127) nad
Mycobacterium smegmatis.

Odwrotne stosunki w zawartosci kwaséw RN i DN, w porownaniu
z bakteriami typowymi, obserwuje sie w postaciach L drobnoustrojow.
Analiza chemiczna pateczek normalnych odmieica i jego postaci L
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przeprowadzona przez Vendrely'ego i Tulasne'a (119, 120), wy-
kazuje, ze stosunek KRN i KDN = 2,5 w pateczkach typowych, spada
do-0,14 w postaciach L. (tablica 4). Ta wysoka zawarto$é¢ lipidow, row-
niez charakterystycznych dla jader komérkowych, wydaje sie sugero-
wac udzial materiatu jadrowego bakterii w budowie postaci L Jednakze
dopiero szczegoOtowa analiza sktadu puryn i pirymidyn obu kwaséw DN
mogtaby te kwestie rozstrzygna¢. Niestety dotychczas brak odnos$nych
danych o literaturze (Blizsze dane tyczace postaci L drobnoustrojéw
w artykutach Horoszewicza (63) i Ktyszejko (74).

Tablica 4

Chemiczna analiza pateczek normalnych odmienica i ich postaci L (°/o suchej masy)

Kw.nu-

ini i ino- KRN

N P Lipidy Biatka kleino KRN KDN
catk. catk. catk. catk. wy KDN

catk.
Proteus P18

pateczki 14,77 2,45 6,0 73,0 11,59 8,31 3,28 2,50
postacie L 10,27 2,88 24,3 58,9 1,65 0,20 1,45 0,14

wg Vendrely'ego i Tulasne'a (120)

Przy omawianiu lokalizacji kwasow nukleinowych (bakterii nie spo-
s6b poming¢ istoty barwienia wg Grama, gdyz w ciggu wielu lat
witasnie w kwasach nukleinowych dopatrywano sie przyczyny Gram-do-
datniej barwliwosci mikroorganizmow. Fakt ten w duzej mierze zostat
spowodowany powszechnym uznaniem roli kwaséw nukleinowych
w procesach biologicznych, a takze popularno$ciag hipotezy Henr y'ego
i Stacey'ego (60 — 62), ze rybonukleinian magnezu, znajdujacy sie
w korowej warstwie komoérki bakteryjnej w potgczeniu z zasadowymi
biatkami o wysokim odsetku argininy i grup SH, warunkuje Gram-pozy-
tywnos¢ bakterii.

Literatura tego zagadnienia jest olbrzymia, a poniewaz zostata ostat-
nio uwzgledniona w wyczerpujgcej monografii Shugara (107) ograni-
cze sie tylko do paru uwag.

Wyniki badan do dzi§ sg sprzeczne, ale pojawia sie coraz wiecej fak-
tow podwazajgcych teorie o wytacznym udziale kwaséw nukleinowych
bakterii w barwieniu wg Grama. Zarysowuje sie tendencja upatrywa-
nia odmiennego charakteru barwienia sie bakterii w ich odmiennej struk-
turze fizyko-chemicznej. Obserwacje Camiena i wspotpr. (32), St o-
kesa i Gunnesa (14), Freeland'a i Gale'a (53) nad aminokwa-
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sowym sktadem catosci biatek szeregu bakterii, podkreslity znacznie niz-
szg zawarto$¢ argininy w Gram-dodatnich (ok. 450 mikromoli/g suchej
masy) niz w Gram-ujemnych komdrkach (ok. 900 mikromoli/g suchej
masy). Odwrotne stosunki wykazaty wyniki badan W ebba (123) od-
no$nie jonéw Mg, a mianowicie: ok. 250 mikromoli/g suchej masy
w Gram-dodatnich organizmach wobec 60 mikromoli/g w Gram-ujem-
nych.

Prowadzone od kilku lat prace Mitchella i Moyl e'a (91 — 93)
nad mechanizmem barwienia wg Grama znalazty ostatnio wyraz
we wnikliwej analizie chemicznej frakcji fosforowych Gram-pozytyw-

Tablica 5

Frakcje fosforowe Gram-dodatnich i Gram-ujemnych mikroorganizmoéw
P1 — fosfor lipidowy, Pn — fosfor kwasorozpuszczalny nieorganiczny, Po — fosfor
kwasorozpuszczalny organiczny, Prn — fosfor kwasu RN, Pdn — fosfor kwasu DN,
Px — fosfor nieznanego estru fosforowego

) ) Mikromol P g suche; masy komérek reak-
Mikroorganizm 1 cja
P1 Pn Po Prn Pdn Px  Pcatk. 1Gram

Acetobacter pasteurianum 48 15 17 472 53 —9 636 -
Alcaligenes faecalis 87 27 37 389 97 13 649 —
Bacillus brevis 45 31 29 410 73 —10 578 —
Escherichia coli 63 26 42 345 180 8 664 —
Proteus vulgaris 73 48 22 365 94 3 625 —
Drozdze piekarskie 9,4 47 45 169 22 60 352 +
Bacillus subtilis 16 70 3238 291 71 471 1157 +
Clostridium sporogenes 42 71 56 426 75 103 773 +
Corynobacterium xerosis 36 92 129 270 65 385 977 +
Mycobacterium phlei 37 49 106 326 89 126 733 +
Staphylococcus aureus 38 166 110 197 73 250 834 +
Streptococcus faecalis 26 146 266 459 168 232 1297 +

wg Mitchella i Moyle'a (93)

nych i Gram-negatywnych bakterii, wyrostych w tym samym $rodowis-
ku i badanych w tej samej fazie wzrostu. Wyniki analiz, zatgczone w ta-
blicy 5, podkres$lajg pewne roznice i analogie miedzy dwiema odmien-
nie barwigcymi sie grupami bakterii.

Srednie wartoséci na fosfor nukleinowy (KRN KDN), wahajgce sie
ok. 470 mikromoli/g suchej masy we wszystkich badanych organiz-
mach, potwierdzaja poprzednie obserwacje Mitchella i Moyl e'a
(92) oraz kilku innych autorow (Boivin (20), Vend rely (115)), ze
bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, nie rdéznig sie znacznie pod
wzgledem zawartosci kwaséw nukleinowych. Wybitna przewaga kwasu
RN, stwierdzona przez Stacey'a (113a) w Gram-dodatnich organiz-
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mach, znajduje .pewne wyttumaczenie w wykrytym przez Mitchel-
la i Moyle'a (92) blizej nieznanym organicznym estrze fosforowym
(Px), prawdopodobnie zwigzku wieloglicerofosforowym, ktéry warun-
kuje nadwyzke fosforu we frakcji kwasu RN uzyskanej metoda
Schmidta i Thannhausera (99). Frakcja Px, sposréd wszyst-
kich frakcji fosforowych, reprezentuje najwieksza rozpietos¢ miedzy
bakteriami Gramu-ujemnymi i Gram-pozytywnymi, na korzy$¢ tych ostat-
nich (kilkaset mikromoli/g suchej masy wobec kilkunastu mikromoli/g
w przypadku organizmoéw Gram-ujemnych).

Bakterie Gram-dodatnie cechuje ponadto pewna nadwyzka fosforu
kwasorozpuszczalnego oraz zawarto$¢ fosforu lipidowego (1,65%) o po-
towe nizsza, niz w organizmach Gram-ujemnych (ok. 3,3% Pup.). M it-
chelli Moy le (93) nie wykluczajg mozliwosci, ze ten deficyt fosforu
lipidowego pozostaje w jakim$ blizej nieokreslonym zwigzku z wybitng
nadwyzka frakcji Px, i na podstawie calo$ci swoich badan sugeruja,
ze kompleks lipidowo-wieloglicerofosforowo-biatkowy jest jedng z przy'
czyn Gram-pozytywnos$ci ibakterii. Nalezy nadmienié, ze wspomniane
wyniki doswiadczen Mitchell'a i Molye'a obok danych innych
autorow odnos$nie nizszej zawartosci jednoelektrododatniej argininy
kompensowanej przez wiekszg ilos¢ dwuelektrododatnich jonéw Mg
w Gram-pozytywnych bakteriach podsuwaja mys$l o roli ewentualnej
wymiany jonowej w procesie barwienia wg Grama.

Rola kwasu DN w procesach transformacji
szczepdw bakteryjnych

Wydarzeniem w bakteriologii, ktdre wywarto bezsprzeczny wptyw
na ogo6lny rozwoj badan nad kwasami nukleinowymi, byly odkrycia
Aver y'ego (6) i Mc Carthy'ego (83 — 87) oraz Boivina (20 —
28), zwigzane z transformacjg szczepéw bakteryjnych. Przygotowat je
Griffith (59), ktéry w 1928 r. byt Swiadkiem, jak in vivo w organiz-
mie myszy bakterie zywe (odmiana Streptococcus pneumoniae typu
awirulentnego) byty pobudzone do mutacji przez bakterie zabite (od-
miana S typu zjadliwego) i zdobyty catkowicie charakter antygenowy
i biochemiczny tych martwych bakterii. Oryginalne obserwacje Grif-
fith'a znalazty potwierdzenie w pracach Ne ufe Ida i Levintha-
la (94), Bauerhenna (7), Daws ona (43) i in. W latach pdZniej-
szych to samo zjawisko zostalo odtworzone in vitro przez hodowle
jednego typu bakteryjnego w przesaczu z hodowli szczepu innego, lub
w obecnosci zabitych bakterii tego innego typu (Dawson i Sia (44),
Alloway (4 itd).

Istota transformacji ditugo pozostawata nieznana. Dopiero w 1944 r.
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Aver y'emu (6) udato sie wyekstrahowac¢ roztworem .dezoksycholaiiu
sodu w soli fizjologicznej ze Streptococcus pneumoniae (typ II) czynnik
wywotujacy transformacje. Zawarto$¢ azotu i fosforu w stosunku row-
nym 1,67, odporno$¢ na enzymy proteolityczne i rybonukleaze, a natych-
miastowa inaktywacja pod wptywem drobnych stezen dezoksyrybonu-
kleazy oraz ruchomos$¢ elektroforetyczna identyczna z szybkos$cig po-
ruszania sie kwasu DN, dowodzity, ze czynnikiem ponoszgcym odpowie-
dzialno$¢ za biologiczng aktywno$¢ byt swoisty wysokospolimeryzowany
kwas dezoksyrybonukleinowy.

Prace Avery'ego staty sie bodzcem dla catej serii usitowan maja-
cych na celu wyizolowanie najbardziej rodzimego kwasu DN z bak-
terii. Od 1944 r. w literaturze mndstwo jest prac nad procesami transfor-
macyjnymi u réznych bakterii oraz ulepszen preparatywnych metod
ekstrakcji i oczyszczania bakteryjnego kwasu DN. Zdolno$é transforma-
cyjng stwierdzono poza Streptococcus pneumoniae (Avery (6), Ho-
tchkiss (64, 65)) w szczepach Escherichia coli (Boivin (20— 28),
Dinzani (45), w szczepach Proteus (Dinzani (45), Shigella para-

dysenteriae (Veil i Binder (125), Bacillus anthracis (Manni-
ger i wspoOtpr. (82)), w szczepach Neisseria meningitidis (Alexan-
der i Redman (3), Hemophilus influenza (Alexander i Lei-

dy (3, Zamenhof i wspotpr. (129) itd.

We wszystkich tych gatunkach bakterii pod wptywem kwasu DN wy-
izolowanego z jednego szczepu nastepowata pozgdana zmiana procesow
przemiany materii w szczepie ulegajgcym transformacji. Przypuszczalny
mechanizm transformacji sprowadzatby sie do oddziatywania aktywnego
kwasu DN na nukleinowe osrodki syntezy w obcej komérce bakteryjnej,
w kierunku odtwarzania drobin kwasu DN, identycznych z czynnikiem
transformujacym. Wtorna modyfikacja aparatu enzymatycznego w ob-
cej komorce bakteryjnej znajdowata wyraz badZz w nowej substancji
otoczkowej w przypadku Streptococcus pneumoniae (6), badZz zmodyfi-
kowanej przemianie cukrowcow w Escherichia coli (21—28, 45) lub Pro-
teus (45), czy wreszcie w odpornosSci na antybiotyki indukowanej
w szczepach Hemophilus influenzae (1, 129), Neisseria i meningitidis (3),
badZz Streptococcus pneumoniae (64, 65). Nalezy nadmieni¢, ze badania
Dinzani' (45 sugerujg mozliwos¢ transformacji nie tylko w obrebie
jednego gatunku, ale réwniez w szczepach nalezacych do réznych ga-
tunkéw biologicznie pokrewnych (np. E. coli, Proteus, Salmonella).

Dazenie badaczy do uzyskania wysokospolimeryzowanego biologicz-
nie aktywnego kwasu DN, w duzej mierze zostato spetnione w latach
1951—53 w pracach Zamenhofa, Alexandra i Leidy (1), (129)
nad Hemophilus influenzae. Komoérki przemyte rozcieficzonym roztwo-
rem NaCl z cytrynianem sodu, poddawano lizie w roztworze dezoksy-
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cholanu sodu. Z osadu wytrgconego etanolem usuwano rybonukleopro-
teid i polirybofosforany, za$ dezoksyrybonukleoproteid odbiatczano przy
pomocy detergentu ,,Duponolu C" * w roztworze chlorku sodu i cytrynia-
nu. Oczyszczenie kwasu DN uzupeiniano oddzieleniem $ladéw kwasu
RN na weglu aktywnym. Uzyskany produkt zawierat 99,3% kwasu DN,
$lady kwasu RN, polirybofosforanéw i biatka. Byt to najczystszy pre-
parat kwasu DN uzyskany dotychczas z bakterii.

Jak mate ilosci kwasu DN niezbedne sg do transformacji odpornosci
na streptomycyne w jednej komdrce Hemophilus influenzae wskazuja
liczby: 3-10” 14— 10-13 g. Niewatpliwie fakt ten jest zwigzany z bra-
kiem znacznych iloSci dezoksyrybonukleazy w H. influenzae oraz-z tech-
nikg preparatywnga, gdyz odpowiednie warto$ci dla Streptococcus pneu-
moniae sg rzedu 10-9 — 10-8 g kwasu DN (6).

Rewelacyjne sga wyniki ostatnich badan Ephrussi-T aylor
i Latarjeta (51) i nad bezposrednia inaktywacjg pneumo-
coccowego czynnika transformujgcego w roztworze wodnym promie-
niami Rdntgena (0-7— 0,9 A). Krzywe inaktywacji daty zupetnie nie-
oczekiwang warto$¢ na mase czasteczkowg biologicznie czynnego kwa-
su DN: nieco mniejszg lub réwng 7,3-10;).

Zastuguja na uwage badania Zamenhofa i wspoipr. (129, 131)
nad wptywem roéznych czynnikéw natury fizycznej badZz chemicznej na
czysty preparat kwasu DN z H. influenzae, obdarzony zdolnoscig trans-
formacyjng. Jego biologiczna czynno$¢ byta probierzem nienaruszonej
funkcji, natomiast lepkosé Swiadczyta o nietknietej strukturze chemicz-
nej. W wyniku tych eksperymentow stwierdzono, ze lepkos$é i aktywnos¢
biologiczna sg praktycznie niezmienione przez ogrzewanie w ciggu jed-
nej godziny w temp. 76 — 81°C. W temperaturach wyzszych czasteczka
kwasu DN traci kompletnie aktywnos$é, a lepkos$¢ tylko w minimalnym
stopniu. Rozerwanie kilku labilnycti wigzan takich, jak np. wigzania wo-
dorowe, powodujgc tylko matg zmiane asymetrii czgsteczek, przekresla
by¢ moze catkowicie jej dziatanie biologiczne.

Doniostosci nietknietej struktury kwasu DN dla jego funkcji dowo-
dzi réwniez wptyw jonow wodorowych i wodorotlenowych. Autorzy
stwierdzili, ze po 4-godzinnym trzymaniu kwasu DN w pH 3,16 uwalnia
sie do roztworu 0,16% catoSci adeniny i 0,13% catkowitej zawartoSci
guaniny. Zaktadajgc, ze przecietna czasteczka kwasu DN posiada mase
wielkosci ok. 5,5-106 mozna obliczyé, ze w ciggu 4 godzin w pH 3,16
traci ona zaledwie 9 czasteczek adeniny i 4 czasteczki guaniny. Usunie-
cie tych kilku zasad purynowych wystarcza do kompletnej inaktywacji
kwasu DN.

* Siarczany alkiléw z wysokim odsetkiem siarczanu dodecylu sodu.
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Nieodwracalny, destrukcyjny wptyw na biologiczng funkcje kwa-
su DN okazujg sity jonowe, a takze proces odwodnienia. Stosunkowo
najmniejsze straty powoduje odwodnienie 75°/0 alkoholem, suszenie na
powietrzu i przechowywanie nad CaCh.

Najsilniejsze inaktywujgce dziatanie wywiera dezoksyrybonukleaza,
ktéra w stezeniach tak niskich jak 8,5-10“ 11 g/ml w ciggu 138 minut
niszczy kompletnie zdolno$¢ transformacyjng kwasu DN z Hemophilus
influenzae.

Niezwykle ciekawym jest fakt stwierdzony przez Hotchkissa (65),
ze dziatanie czynnika transformujacego, indukujacego mutacje, np. od-
porno$¢ na penicyline w szczepach Streptococcus pneumoniae, jest ha-
mowane catkowicie w obecnosci kwasu DN pochodzgcego z komdrek
organizmow wyzszych, badz z innego gatunku bakterii.

Badania nad wptywem roznych czynnikéw fizyko-chemicznych na
aktywnos¢ biologiczng wydajg sie podkres$laé jego nature chemiczna.
Zupetna odpornos¢ kwasu DN na czynniki denaturujgce biatko i enzy-
my proteolityczne stanowi jeszcze jeden dowdd, ze biatko nie tworzy
funkcjonalnej czeSci aktywnej czasteczki. Stabilno$¢ jej wobec zwiaz-
kow sterylizujgcych, jak np. fenol (0,65 M), formaldehyd (0,33 M) wyda-
je sie w pewnym stopniu przemawia¢ za tym, ze mimo daleko idacych
analogii w mechanizmie dziatania wiruséw i czynnika transformujgce-
go (Caspersson (33)), ani wirusy ani postacie L drobnoustrojow nie
warunkuja transformacji szczepéw bakteryjnych.

Struktura kwaséw nukleinowych bakterii

Konsekwencjg dos¢ rewolucyjnej roli kwaséw DN w procesie kiero-
wanych mutacji byty odkrycia w jego strukturze chemicznej. Prace
Aver y'ego ijego nastepcéw zachwiaty pogladem o wytgcznym istnie-
niu jednego typu kwasu DN. Swoisto$¢ cech transportowana przez kwa-
sy DN musiata mie¢ swoje Zrodto w strukturze tych kwasoéw swoistej
dla danego szczepu. Ré6znice w proporcji, czy sekwencji nukleotydéw
tworzacych tancuch kwasu nukleinowego, mogty by¢ przyczyna specy-
ficznych efektow.

Osiagniecia Aver y'ego staly sie bodzcem do badan nad strukturg
kwaséw DN z rdznych zrodet miedzy innymi z bakterii. Prace z ostat-
nich lat Vischera, Zamenhofa i Chargaffa (22, 39) oraz
Wyatta, Markhama i Smitha (110, 128) nad sktadnikami azo-
towymi wyjawity daleko idgce roznice w sktadzie, a tym samym przy-
puszczalnie i w nukleotydowej sekwencji kwaséw DN nalezgcych do
roznych gatunkoéw bakterii. R6znorodna zawarto$é poszczegélnych za-
sad azotowych przemawiata za niezwykle bogatg strukturg nukleinowg
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komérki bakteryjnej. Wnikliwe badania wzajemnych molowych stosun-
kéw puryn i pirymidyn w kwasach DN rdznego pochodzenia upowaznity
Chargaffa i wspotpr. (35 36, 39) do ujecia wszystkich kwaséw DN
w dwa gtowne typy: typ ,,AT" z przewazajgca zawartoscig adeniny i ty-
miny, oraz typ ,,GC" cechujacy sie znaczng iloScig guaniny i cytozyny.
O ile wszystkie preparaty kwaséw DN zwierzecego i ro$linnego pocho-
dzenia szeregowaty sie przewaznie w grupie ,AT" i wykazywaty stosu-
nek puryn do pirymidyn bardzo bliski jednosci, o tyle poznane wowczas
kwasy DN z Mycobacterium tuberculosis (122), Bacillus Schatz, Serratia

Tablica 6
Zasady azotowe kwasow DN (typu ,,GC'") bakterii

Mol. zasady na 1mol P

s 8 & & Ad Tym Ad ocu "U°
Szczep = = o c Pi- Autor
S S o g Gu. Cyt Tym. Cyt
° 1 i = rym
< o o F
Myc. tuberculosis 4140 (285 0,333 0,200 0,63 060 090 085 087 °SMith i Wyatt
(typus humanus) (109)

Myc. tuberculosis Smith i Wyatt
; 0,178 0,293 0,338 0,190 0,61 0,56 0,94 0,87 0,89
(typus bovinus) (109)

Myc. tuberculosis 0,120 0,255 0,103 0,40 1,16 1,29 1,12 Vischer i
(typus avium) ' 0,280 0, ' 0.43 0, ' ' ' wspotpr. (122)

Laland
Myc. phlei 0,143 0,280 0,255 0,123 0,57 0,45 1,16 1,91 0,98 i wspotpr. (78)
Serratia marce- 08 0.92 Zamenhof i
scens 0,180 0,237 0,278 0,175 0,76 0,63 1.03 ,85 , wsp6lpr. (130)

Zamenhof i
Bacillus Schatz 0179 0,253 0,281 0,162 068 058 107 090 096 \coo (130
marcescens (39) zdawaty sie wyraznie naleze¢ do typu ,,GC" i odzna-
czaty sie powaznymi réznicami w stosunkach puryn do pirymidyn oraz
catg gama wzajemnych proporcji poszczegdlnych zasad azotowych. Za-
rysowata sie biochemiczna roznica pomiedzy Swiatem zwierzat i roslin,
a Swiatem bakterii. Pogtebiat jg jeszcze fakt stwierdzony miedzyi nnymi
przez Vischera, Zamenhofa i Chargaffa (122, Lalan-
da i wspotpr. (78) oraz Wyattia, Markhama i Smitha (110,
128), a mianowicie brak metylocytozyny w pratkach gruzliczych i innych
bakteriach w przeciwienstwie do catego szeregu kwaséw DN pochodze-
nia zwierzecego i roslinnego.
Badania nad kwasami DN innych gatunkow bakterii wykazaty zadzi-
wiajgcg rozmaito$¢ sktadu pod wzgledem zasad azotowych i wykryty
obok typu ,,GC" (tablica 6) przedstawicieli typu ,,AT" w Hemophilus in-
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fleunzae (Zamenhof i wsp6ipr. (130)), czy Streptococcus pneumo-
niae (Daty, Allfrey i Mirsky (42) oraz dowiodty wystepowa-
nia kwasu DN o sktadzie posrednim miedzy dwoma gtéwnymi typami,
np. w Escherichia coli (Gandelaman i in. (54). Kwas DN tego or-
ganizmu odznacza .sie niemal rownowazna zawartos$cig 4-azotowych
sktadnikéw (tablica 7).

Tablica 7

Zasady azotowe kwaséw DN bakterii (typ ,,AT™ i posredni)

Mol zasady na 1 mol P
Ad. Tym. Gu. Ad. Pur.

Gu. Cyt. Cyt. Tym. Pirym.

szczep  Ade- Gua- Cyto- Ty- TYp Autor

nina nina zyna mina

H. influ- Zamenhof i
enzae 0,296 0,169 0,182 0,280 ,,AT*“ 1,75 154 1,06 093 1,01 wsp6pr. (130)

Str. pne- Daly, Allfrey
umoniae 0,300 0,210 0,180 0,300 ,AT* 143 167 1,00 1,17 1,01 i Mirsky (42)

R. burnetti 0,295 0,233 0,270 0,260 ,,AT* 1,33 1,18 1,13 1,01 0,98 Smith i Stoc-

ker (111)
R. prova- Wyatt i Cohen
zeki 0,360 0,170 0,150 0,320 ,AT* 2,12 213 113 113 111 (128)
E. coli Typ Gandelman

K-12 0,247 0,236 0,239 0,227 posr. 1,05 0,95 1,09 099 1,04 iwspolpr. (54)

Przypuszczalnie dalszy wnikliwy wglad w strukture kwaséw DN réz-
nego pochodzenia wykaze przypadkowos$é udziatu kwasu DN o typie
LAT" w budowie wyzszych organizméw, tym niemniej jest ciekawe,
ze wiasnie bakteryjne kwasy DN reprezentujg nie tylko typy ,AT"
i ,,GC", ale réwniez postacie przejsciowe.

Godne uwagi sg prace Gandelmana, Zamenhofa i Char-
gaffa (54) stwierdzajagce, ze trzy rézne szczepy E. coli, wyroste za-
sadniczo w identycznych warunkach, a réznigce sie pochodzeniem i bio-
chemicznymi witasSciwosciami, dostarczajg preparaty kwaséw DN o nie-
mal identycznym sktadzie puryn i pirymidyn. Stato$¢ sktadu kwaséw DN
w obrebie jednego gatunku zostaje zachowana nawet w szczepie E. coli
niezdolnym do syntezy tyminy, a wyhodowanym wobec 50-krotnego nad-
miaru tyminy w porownaniu z iloScig niezbedng dla optymalnego wzro-
stu (tablica 8). Niezalezno$¢ sktadu kwaséw DN od Srodowiska odzyw-
czego podkre$lajag badania Smitha i Wyatta (110) nad E coli
(mutant B/r).

Powazne réznice w sktadzie kwaséw DN réznych gatunkéw tego sa-
mego rodzaju bakterii dajg sie dodatkowo zaobserwowaé¢ na przyktadzie
Rickettsia burnetti. Dowodzi tego analiza chromatograficzna puryn i piry-
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midyn w kwasach DN z Rickettsia burnetti (Smith i Stocker (111),
oraz Rickettsia provazeki (Wyatt i Cohen (128a) wyrostych na za-
rodku jaja kurzego.

Pomimo gtebokich réznic w zawartosci poszczego6lnych zasad azoto-
wych (tablica 8), kwasy DN obu gatunkow Rickettsia powtarzajg zasad-
niczy obraz struktury wszystkich kwaséw DN dzieki molowym stosun-

Tablica 8

Zawarto$¢ puryn i pirymidyn w kwasach DN trzech szczep6w E. coli

Szcze Pur.
P Adenina Guanina Cytozyna Tymina Pirym.

E. coli K-12 0,247 0,236 0,239 0,227 1,04
E. coli U 0,240 0,234 0,239 0,224 1,02
R. coli T 0,227 0,215 0,229 0,221 0,98

wg Gandelmana, Zamenhofa i Chargaffa (54)

kom (adeniny): (tyminy) i guaniny): (cytozyny) bliskim jednos$ci. Propor-
cje (adenina < tymina): (guanina + cytozyna), wynoszace 1,25 dla kwa-
su DN z Rickettsia burnetti i 2,58 dla Rickettsia provazeki, podkreslaja
odrebno$¢ gatunkowa.

Ostatnig rewelacjg w strukturze kwaséw nukleinowych bakterii jest
wykryta przez Dunna i Smitha (47, 48) w kwasach DIS z B. coli
15 T~ i kilku innych organizméw nowa zasada purynowa: 6-metylo-

Tablica 9

Zawarto$¢ puryn i pirymidyn w kwasie DN z B. coli 15 T (rézne
warunki wzrostu)

Mol zasady/100 moli

) 6-metylo-
Warunki wzrostu agenina Guanina Cytozyna Tymina aminopu-
ryna
Tymina
(25 g/m1) 23,6 275 26,2 22,4 0.4
Tymina
(1,5 g/ml)
+ 5-aminoura-
cyl (10 3 M) 22,3 27,6 26,2 19,1 4,2

aminopuryna. Zawarto$¢ jej w kwasie DN z B. coli 15 T~ zmienia sie
w zaleznosci od ilosci tyminy w $Srodowisku odzywczym i w przypad-
ku bakterii wyrostych wobec nadmiaru tyminy wynosi ok. 0,4°/» catosci
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zasad. W kwasach DN bakterii z pozywek o niskim stezeniu tyminy
ilos¢ ta zwigksza sie do 4,2% przy rownoczesnym spadku zawartosci ty-
miny i adeniny (tablica 9). Nowa zasada purynowa wystepuje w ilosci
rownowaznej 2% adeniny w kwasach DN z B. coli, B. coli K-12, Aero-
bacter aerogenes, podczas gdy odpowiednia warto$¢ dla Myc. tubercu-
losis wynosi zaledwie 0.4%.

o] ile dane tyczgce struktury kwasow DN bakterii sg jeszcze bardzo
skape, o tyle znajomos¢ bakteryjnego kwasu RN jest prawie zadna. Pew-
ne Swiatto na sktad kwasdw RN bakterii rzucajg jbadania Clinton
i Parsons (40) nad Clostridium perfingens, Khouvine i wspoipr.
(72) nad Mycobacterium phlei oraz Shugara i Jarmolinskiej
(108) nad bakteriami termofilnymi.

Analiza chromatograficzna puryn i pirymidyn w kwasie RN z Myec.
phlei wykazata proporcje zasad azotowych na og6t zblizone do odpo-
wiednich wartosci dla kwaséw RN wyzszych organizméw, tj. wyrazna
przewage puryn (2,33 : 1) oraz znacznie wyzszg zawarto$¢ guaniny i cy-
tozyny niz adeniny i uracylu. Stosunek puryn do pirymidyn w kwa-
sie RN z Cl. perfringens byt tylko nieznacznie wyzszy od jednosci (1,25),
a w kwasach RN B. subtilis i pewnej bakterii termofilnej niemal réwny
jednosci (tablica 10).

Tablica 10

Zasady azotowe kwaséw RN, Myc. phlei i CI. perfringens

Szczep .Pur Gu. Cyt. Autor
Pirym. Ad, uUr.
Myc. phlei 2,33 1,45 2,83 Khouvine
i wspotpr. (72)
Cl. perfringens 1,29 1,16 1,69 Clinton

i Parsons (40)

Pewng dodatkowg role kwasu RN w bakteriach sugerujg badania
Marshaka (81 nad zawartoScig puryn i pirymidyn w catosci obu
kwaséw nukleinowych trzech szczepéw E. coli, z ktérych jeden szczep
(szczep B/r) okazat sie wiecej odpornym zardwno na promienie Ront-
gena, jak i nadfiotkowe. Wtasnos¢ ta znalazta odbicie w odmiennym
sktadzie jego kwasdw nukleinowych. Odporny szczep B/r réznit sie od
Szczepu macierzystego zawartoscig adeniny wyzszg o 7%, gauniny o 41%,
a cytozyny o 23%'. Ilo$¢ uracylu, w zestawieniu ze szczepem wyjscio-
wym, byta nizsza o 15% przy zawartosci tyminy identycznej w obu szcze-
pach (tablica 11). Wyrazna nadwyzka wszystkich zasad azotowych
(w przyblizeniu 56%) w szczepie B/r, przy braku réznic w iloSci tyminy,
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prawdopodobnie znajduje uzasadnienie w zwiekszonej zawartosci kwa-
sow RN.

Wydaje sie, ze cytoplazmatyczne kwasy RN odgrywajg role pewnej
ochronnej zastony wokot czesci bakteryjnej komérki wrazliwej na dzia-
tanie promieni tj. materiatu jgdrowego. Mozna sie domysla¢, ze w zy-
ciowym cyklu (bakteryjnej komorki majg miejsce okresy wzmozonej i ni-
skiej wrazliwos$ci na dziatanie czynnikéw zewnetrznych i ze znajduja
one wytlumaczenie w odpowiednio niskiej i wysokiej zawartosci kwa-
sow RN.

Tablica 11

Zawarto$¢ puryn i pirymidyn w 3 szczepach E. coli (frakcja kwasonierozpusz-
czalna)
(Mikromole/mg suchej masy)

Szczep Adenina Guanina Cytozyna Uracyl Tymina
B 0,118 0,150 0,119 0,068 0,026
B/r 0,127 0,212 0,147 0,058 0,026
Kij 0,097 0,158 0,117 0,044 0,023

wg Marshaka (81)

Wi ielostronnosci wielkoczasteczkowej struktury bakterii dowodza ob-
serwacje Zamenhofa i wspétpr. (133) dotyczace obecnosci w su-
rowym preparacie kwasdw nukleinowych z Hemophilus influenzae frak-
cji czynnej immunologicznie, o charakterze nie wielocukréw, ale zupet-
nie nowych niespotykanych nigdy dotad wysokich polimeréw, w ktérych
cukry, prawdopodobnie czasteczki rybozy, sg potaczone ze sobg przez
kwas fosforowy. Autorzy nadajg tym zwigzkom nazwe polirybofosfora-
néw i proponujg hipotetyczny wzér, ktéry zamyka w sobie dwa tancu-
chy polirybofosforanowe z zasadniczym 3 :5 wigzaniem estrowym przez
kwas fosforowy, potagczone wzajemnie przez wigzanie 1:1 glikozydowe
(tablica 12). Polirybofosforany dawatyby obraz tancucha polirybofosfo-
rowego takiego, jaki wystepuje w kwasach RN, w ktéorym miejsce pu-
ryn i pirymidyn zajete bytoby przez drugi podobny tahcuch sprzezony
z pierwszym wigzaniem glikozydowym. Zamenhof i wspdlpr. suge-
ruja, ze polirybofosforany sg substancjg macierzystg dla kwasow nuklei-
nowych i zwracajg uwage na obecno$¢ tych zwigzkéw w organizmach
przedstawiajacych wczesniejsze stadium w rozwoju filogenetycznym.

Szczupte ramy referatu nie pozwalaja zamknagé w nich catosci zagad-
nienia kwasow nukleinowych bakterii w tym aspekcie chemicznym,
a zwlaszcza biologicznym, na jaki zezwala wspétczesny stan wiedzy.
Fragmentaryczny zarys badan, przedstawiony na dzisiejszym sympo-
zjum, spetni jednak swoje zadanie jezeli uwypukli fakt, ze gigantyczny
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kompleks cukrowo-ttuszczowo-nukleoproteidowy, jaki reprezentuje
drobna komorka bakteryjna, odznacza sie niestychanie bogatg strukturg
nukleinowa, ktéra czeka na bardziej wnikliwe wejrzenie bio-fizyko-che-

miczne.
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7~ ANTONI DMOCHOWSKI

Kwasy nukleinowe wirusow

Zaktad Biochemii Uniwersytetu t6dzkiego

Zadaniem niniejszego referatu jest proba omoéwienia, w szczuptych
ramach naszego Sympozjum, wspétczesnych wiadomos$ci o udziale kwa-
sow nukleinowych w budowie wirusow oraz roli, odgrywanej przez te
zwigzki w dziataniu wiruséw na komérke zywa.

OdpowiedZ na oba powyzsze pytania nie jest rzecza ani wdzieczna,
ani tatwg. Zagadnienie wiruséw jest zagadnieniem tak obszernym i do-
tyczacym najistotniejszych witasciwosci substancji zywej, ze nawet do-
ktadne poznanie ich podstawowych skiadnikow chemicznych nie moze
rosci¢ sobie pretensji do wyczerpania bezliku nasuwajgcych sie tema-
tow.

Biochemia wirus6w moze by¢ tylko czeScig wirusologii ale, jak sie
stopniowo okazuje, tg czeSciag, ktora jest prawdopodobnie najbardziej po-
wotana do wyjasnienia istoty wirus6w i mechanizmu ich dziatania.

Problemy wirusologii w ich ogdélnym aspekcie (biologicznym i bio-
chemicznym byty juz rozpatrywane dokladnie na ostatnim grudniowym
Sympozjum o biologii wiruséw, totez niniejszy przeglad stanowi¢ bedzie
raczej uzupeinienie podanych woéwczas wiadomosci od strony znacze-
nia kwasow nukleinowych dla zbadania istoty wiruséw, z jednoczesnym
podaniem ostatnich osiggnie¢ w tej dziedzinie.

Wiele czasu musiato uptyng¢ od epokowego odkrycia Iwanow -
skiego (21) w 1892 roku do chwili uzyskania realnych danych, do-
tyczacych chemii wiruséw.

Dopiero wykrystalizowanie wirusa mozaiki tytoniowej przez Stan-
ley'a (38) umozliwito Bawdenowi i Pirie (5 w 1937 roku stwier-
dzenie jego budowy nukleoproteidowej. W tymze czasie Schlesin-
ger (32) wykazatl obecnos$¢ dezoksyrybonukleoproteidu w bakteriofa-
gach E. coli.

20 lat temu potozono wiec istotne fundamenty pod teorie nukleopro-
teidowej budowy wszelkich wiruséw, a najnowsze badania zdaja sie

[267]
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wykazywaé, ze nieprzeliczonej ilosci form wystepowania wiruséw od-
powiada niemniejsza ilo$¢ ich sktadnikéw chemicznych — nukleopro-
teidéw, a moze nawet i samych kwasow nukleinowych.

Nie mozemy jeszcze w chwili obecnej podaé zadnych regut zalez-
nosci form morfologicznych lub dziatania wiruséw od obecnos$ci w nich
takich lub innych kwas6w nukleinowych, ale wiemy juz, ze takie reguty
muszg istnieé¢ i ze ujawnienie ich jest tylko k>vestig czasu.

Narazie stoimy wobec faktu, ze najwazniejsza cecha wirusé6w — ich
zdolno$é reduplikacji w komorce zywej, jest funkcjg t. zw. skiadnika
nukleinowego, przy czym skala jako$ci i ilosci tego sktadnika jest
ogromna.

| tak jedne typy wiruséw, jak np. dobrze poznane t.zw. ,state" kry-
staliczne wirusy ro$linne, zawierajg kwas RN i to w ilo$ciach od 5% do
40%, ale jednocze$nie staje sie prawdopodobne istnienie nieznanych
jeszcze ,niestatych” wiruséw roslinnych, ogromnych rozmiaréw, nie-
koniecznie budowy rybonukleoproteidowej, zblizonych by¢ moze do
t.zw. wiruséw zwierzecych (Brak ke (7) i inni).

Diametralnie r6zne morfologicznie wirusy bakteryjne-bakteriofagi,
zawierajg tylko kwas DN i to w ilosciach przekraczajacych nawet 40°o,
za$ wirusy owadow, drobny utamek ktorych jest nam dopiero znany,
zawierajg réwniez kwas DN, w ilosciach okoto 20°/o.

Gdy przechodzimy do t.zw. popularnie wirus6w zwierzecych, to na-
potykamy catg game form wystepowania i takgz game zawartosci kwa-
sow RN i DN, oddzielnie lub razem.

Wirusy grupy ,,pox" np. wirus krowianki lub ,molluscum contagio-
sum" zawierajg jakoby kilka procent kwasu RN, a wirus grypy, wedtug
najnowszych danych (Ada i Perry) (1), (@ tylko kwas RN i to
w iloSciach okoto o,8%.

Rybonukleoproteidowe, krystaliczne wirusy roslinne, jak np. wirus
mozaiki tytoniowej (WMT), zéttej mozaiki rzepy (WMR), krzaczastosci
pomidoréw i inne byty od poczatku najdogodniejszym objektem badan
nad budowg i lokalizacjg sktadnika nukleinowego.

Dotychczasowe badania dotyczyty tylko ilosci kwasow RN wirusow
oraz ksztattu i wielkosci ich czasteczek, ale od pewnego czasu punkt
ciezkosci przesuwa sie w kierunku badan nad stosunkiem iloSciowym
poszczegOlnych sktadnikéw purynowych i pirymidynowych odrebnych
wirusow.

Wspobtczesne prace dajg nam powody do przypuszczen, ze $wiezo
opracowane metody oznaczania sekwencji nukleotydéw w kwasach nu-
kleinowych, podobnie jak i aminokwasdw i tancuchach peptydowych,
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pozwolg nam wreszcie wykaza¢ zalezno$¢ charakterystycznych witas-
nosci poszczeg6lnych wirusow oraz ich odmian od drobnych rdznic
w ich budowie chemicznej. (Markham iinni) (27), (Knigth) (23).
Nawet niewielkie réznice w trwatosci wigzania kwaséw RN z biatkami,
wywotane, byé moze, tag réznag sekwencjg elementéw budowy stajg sie
obecnie przemiotem badan.

Tablica 1

KRN Adenina Guanina [Cytozynai Uracyl

°/o w molach

Wirus zoéttej mozaiki rzepy 35 0,23 0,17 0,38 0,22
Wirus mozaiki tytoniowej 6 0,29 0,26 0,18 0,27
Wi irus krzaczasto$ci pomi-

doréow 16 0,25 0,28 0,22 0,25
Wirus mozaiki fasoli 22 « — — —
Wirus nekrozy tytoniu 17 — — — —
Wirus pierscieniowatosci

tytoniu 40 L — — —

Rozpatrzmy obecnie na paru choc¢by przykiadach stan wiedzy o kwa-
sach RN wiruséw roslinnych.

Skiad nukleotydowy KRN wirusow roslinnych
(Markham 1953)

5-wirus mozaiki tytoniowej, 6 -wirus krzaczastosci pomidoréw
7-wirus zo6ttej mozaiki rzepy, 8 -KRN drozdzy

Rys. 1. Udzial poszczegdlnych nukleotydéw czasteczek kwasu
RN z trzech wiruséw ro$linnych oraz z drozdzy. G — kwas
guanilowy, A — adenilowy, C — cytydylowy, U — urydylowy.

Dla kilku wiruséw zawarto$¢ kwasow RN i ilos¢ poszczeg6lnych
sktadnikéw purynowych i pirymidynowych jest juz dobrze znana. Po-
wyzej podajemy tabele zawarto$ci kwasow RN w procentach i zasad
azotowych w molach (Markham i Smith) (28). Tabl. 1
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Wykres Markhama (27) ilustruje jaskrawo znaczne rdznice
w zawartosci obu puryn i pirymidyn réznych wiruséw roslinnych, przy
czym odrebne szczepy majg w zasadzie sktad jednakowy. (Rys. 1).

Kwas RN odczepiony z wirusa z6ttej mozaiki rzepy, w ilosci 35%,
uwazany jest za jeden z najczystszych preparatow RN otrzymanych do-
tychczas. Wirus ten wystepuje w dwodch formach kulistych, dajacych sie
rozdzieli¢ zapomocg ultrawirowania. Tylko jedna z tych form zawiera
kwas RN, druga jest czysto biatkowa i ta szcze$liwa okoliczno$¢ po-
zwolita po raz pierwszy stwierdzi¢ niezbedno$¢ sktadnika nukleinowego
dla procesu zakazenia rosliny.

Mozemy jeszcze dodaé, ze wymiary obu form wspomnianego wirusa
wynoszg okoto 23 milimikrondw, ale masy czasteczkowe ich sa rozne,
a mianowicie 5 milionéw i 3 miliony, za$ pojedynczej czasteczki RN
okoto 18 tysiecy (28).

Lokalizacja kwasu RN w WMR jest dosé¢ niespodziewana, gdyz, jak
to juz podat Prof. Baranowski na grudniowym Sympozjum wiru-
sowym, znajduje sie on w caloSci weiwnatrz cienkiej wydrgzonej kuli
biatkowej, grubosci zaledwie paru milimikronéw (Schmidt iinni) (33).

Takie rozmieszczenie wyklucza wytgczne jonowe wigzanie kwasu RN
poprzez grupy fosforanowe z grupami NH2 w zewnetrznej warstwie
biatkowej i wymaga zwiniecia tancuchow nukleotydowych by¢é moze
w rodzaj superspirali.

Wirus mozaiki tytoniowej (WMT) posiada najprawdopodobniej ma-
se czasteczkowg okoto 50 miliondw (W illiams i inni) (44) i zawar-
tos¢ kwasu RN okoto 6% a kwas ten wystepuje jakoby w formie spo-
limeryzowanej, o masie czasteczkowej 300000 (Cohen i Stanley)
(11). Jednak nowsze badania (Markham i inni) (27) nad iloSciami
skrajnych grup 3,5-dwufosfonukleozydowych oraz nukleozydowych in-
dywidualnych tancuchéw kwaséw RN, zmniejszajg wyzej wymieniong
liczbe do kilkunastu tysiecy, tj. do napotykanej we wszystkich znanych
kwasach RN.

Badania rentgenograficzne W atsona (42) wykazaly z duza doza
prawdopodobieristwa, ze kwas RN wirusa mozaiki tytoniowej jest zlo-
kalizowany wewnatrz pateczek, stanowigc o0$ lub osie dokota ktérych
sg nawiniete spiralne jednostki biatkowe w ilosci okoto 1200, 0 masie
czasteczkowej okoto 35 tysiecy kazda. Poniewaz skiadajg sie one
z dwoéch podjednostek o charakterze odrebnych tancuchéw peptydo-
wych mielibySmy w rezultacie w jednej pateczce WMT okoto 2500 tan-
cuchéw. Podobng liczbe otrzymano rdwniez na drodze badah bioche-
micznych przez odczepianie treoniny przy pomocy karboksypolipepty-
dazy z WMT, a takze z samego biatka wirusowego. Wobec tego, ze
treonina stanowi jedyny skrajny aminokwas wszystkich tafcuchow pe-



5] KWASY NUKLEINOWE WIRUSOW 271

ptydowych od strony kwasowej, to otrzymana wydajnos¢ 0,7% (Har-
ris i Knigth) (16), wskazywataby na mase czasteczkowq jednej pod-
jednostki £ 17000, oraz ilos¢ 2900 tancuchéw w jednej pateczce WMT.

Energiczny rozktad WMT za pomocg siarczanu dodecylu, a wiec de-
tergenta rozbijajacego tylko stabe wigzania (gtéwnie wodorowe), do-
prowadzity réwniez do stwierdzenia metodg ultrawirowania wytgczne-
go wystepowania podjednostek o masie 10— 20 tys.

Wszystkie te prace przemawiajg zgodnie za koncepcjg budowy czg-
steczek WMT w postaci sztywnych wydrazonych pateczek, ztozonych
z dwdch odrebnych czesci, wewnetrznej rybonukleinowej i zewnetrznej
biatkowej, utworzonej z = 3000 jednakowych, luzno zwigzanych zwi-
nietych spiralnie, podwojnych jednostek peptydowych o masie kilku-
nastu tysiecy kazda. Ostatnie jbadania rentgenograficzne Franklin
(12) daty nam szczeg6towy obraz takiej pseudokrystalicznej pateczki
WMT, stwierdzajac wybitng nie-
ciggtos¢ budowy i ustalajagc do-
ktadne wymiary pojedynczych
ogniw biatkowych (Rys. 2).

Najnowsze badania (Schramm
i Anderer) (34), (Brauni-
tzer) ), (Niui Fraenkel-

Conrat) (29) zapoczatkowaty 0 0

juz serie prac nad sekwencjg ami-

K : . Rys. 2. Uproszczony schemat uktadu czastek
nokwaséw identycznych podjed-
y y pod) biatkowych pateczki wirusa mozaiki tyto-

nPStek ! _UStaIHy kO!EjﬂOSCZ treo- niowej (bez kwasu RN), (a) Jednostki i pod-
nina-alanina — prolina od Strony  jednostki szesciu skretéw linii $rubowej w

kwasowej oraz prolina-alanina —  przekroju podtuznym, (b) 12 jednostek jed-
kwas glutaminowy od strony ami- "€go skretu w przekroju poprzecznym.

. Strzatki wskazuja kierunek tancuchow biat-
nowej.

) . kowych. (Franklin 1955).
Knight (23) ustalit za pomo-

cg dziatania karboksypolipetydazy, ze wszystkie szczepy WMT maja
identyczny skrajny sktadnik treonine, natomiast u innych wiruséw ros-
linnych np. u WMR te skrajne aminokwasy sg rézne. Powyzsze badania
oraz dane Markhama (27), stwierdzajgce réznice w koncowych gru-
pach nukleotydowych np. 3,5-dwufosfonukleozydy u WMT, a 3-fosfo-
nukleozydy u WMR nasuwajg przypuszczenia S$cistej koordynacji budo-
wy obu odpowiadajgcych sobie rodzajéw tancuchédw «— aminokwaso-
wych i nukleotydowych.

Jak skomplikowane jest jednak zagadnienie budowy i dziatania WMT
to widaé z prac Wanga i Commonera (41), ktérzy po normalnym
wyciggnieciu roztworami buforowymi catego WMT izolowali przez dal-
szg ekstrakcje roztworem chlorku sodu jeszcze druga frakcje, nazwang
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przez nich 18, wprawdzie identyczng biologicznie, ale odrebng elektro-
foretycznie, o innym skfadzie aminokwasowym, a prawdopodobnie i nu-
kleotydowym. Obok innych przypuszczehn wspomniani autorowie uwa-
zajg za wielce prawdopodobne wystepowanie posrednich produktéw
kompletnej syntezy WMT. Ze istotnie produkty przejSciowe istnieja,
tego dowiedli ostatnio Je en er i inni (22). Izolowali oni dwa bialka,
immunologicznie zblizone do WMT, t.zw. rozpuszczalne antygeny o nis-
kiej masie czagsteczkowej, nieczynne biologicznie i nie zawierajgce kwa-
su nukleinowego. Wydawato sie wiec bardzo prawdopodobne, ze cze$¢
biatkowa i kwas RN w wirusach roslinnych, zupetnie podobnie jak
u wirusow zwierzecych i bakteryjnych, sg syntetyzowane oddzielnie,
taczac sie nastepnie na peitny wirus. Warunki zewnetrzne powodujgce
zwolniong synteze kwasu RN, mogtyby wywotaé nagromadzenie sie od-

Rys. 3. Utamki pateczek wirusa mozaiki tytoniowej, nitki kwasu RN oraz
»paciorki™ biatkowe, otrzymane przez degradacje WMT w pH 103. X
*150 000. (Schramm 1955).

dzielnych sktadnikéw biatkowych. Pojawienie sie w réznych fazach in-
fekcji wirusem WMT okre$lonych ciat biatkowych, nieinfekcyjnych, bez
kwasu nukleinowego, obserwowali takze inni badacze np. Takahas-
hiilshii (39, oraz Commoner iinni (10), a wszystkie te prace
przemawiaty zgodnie za luZznym powigzaniem obu sktadnikéw wirusa t.j.
biatkowego i nukleinowego oraz za mozliwoscig odrebnego ich wyste-
powania.

Poglady te zyskaly ostateczne potwierdzenie dzieki szybkim poste-
pom mikroskopii elektronowej, umozliwiajgcym otrzymanie ostrych mi-
kroelektronogramoéw w powiekszeniach 150 tysiecy razy.
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Schramm iinni (35) podali zdjecia otrzymane po uprzednim elek-
troforetycznym rozdzieleniu produktéow alkalicznego rozpadu WMT,
aHart (17) po rozczepieniu tego wirusa przy pomocy siarczanu dode-
cylu.

W obu przypadkach otrzymane ojbrazy nie pozostawiaja watpliwosci,
ze pateczki WMT sa w rzeczywisto$ci rurkami nukleoproteidowymi,
utworzonymi z potagczonych w jedng linig, Srubowg drobnych ogniw biat-
kowych, nawleczonych na podobienstwo korali na ni¢ (prawdopodobnie
podwdéjng) z kwasu rybonukleinowego. lzolowane nitki nukleinowe byty
dtugie (do 3000 A) lub krotkie, zaleznie od warunkdéw rozczepienia, ale
jednakowej grubosci 30—40 A, a wiec wymiaréow podwojnego tancucha
nukleotydowego. Najmniejsze ogniwa biatkowe majg przy tym budowe
pierScieni zlepionych w catg game utamkow pateczek roznej diugosci.
(Rys. 3i 4).

Rys. 4. Pateczki wirusa mozaiki tytoniowej po ogrzaniu z detergentami.
Widoczne nitki kwasu RN wewnatrz cylindrycznych utamkéw pateczek
WMT. X 60.000. (Hart 1955).

Interesujgce fakty, ttumaczace by¢ moze réznice symptomow zakaze-
nia u pokrewnych odmian, podali Ginoza i inni (14). Wykryli oni
w specjalnie otrzymanym, ale krystalicznym preparacie WMT barwny
kompleks wirusa z nukleoproteidem zakazonej komorki roslinnej, kom-
pleks czynny biologicznie, nie dajacy sie rozdzieli¢ elektroforetycznie,
natomiast bardzo tatwo zadziataniem dwu- i trojwartosciowych anionow
np. buforem fosforanowym. Uszeregowanie rozczepiajagcego dziatania
anionéw wskazuje na prawdopodobne wigzanie chelatowe, a cze$¢ barw-



274 A. DMOCHOWSKI [8]

na wynoszgca zaledwie 0-2% catego kompleksu zawiera az 37% kwasu
RN. R6zne odmiany WMT wykazywaty przy tym r6znice w powinowac-
twie komoérkowej czesci barwnej do wiruséw WMT, co moze by¢ w pew-
nym zwigzku z réznicami symptoméw napotykanych w przyrodzie. Na-
lezy przypomnieé, ze autorowie niemieccy juz oddawna zauwazyli rézna
site wigzania kwasu RN z biatkiem u rédznych szczepéw WMT.

Badania Ginozy sg by¢ moze pierwszym krokiem do zrozumienia
sposobow ,,wiaczania sie" nukleoproteidow wirusowych w wir przemian
materii komérki zakazonej oraz mozliwosci modyfikacji tych przemian
i wzajemnych adaptacji, tak podkreslanych przez autoréw radzieckich
(Towarnickij) (40).

Niezwykle dogodnym objektem badan biochemicznych sg wirusy
owadow, dzieki wystepowaniu w jadrach komodrek licznych wtretow
0 ksztatcie wieloScianow. Wtrety te zawierajg 3—5% wirusa uwiezio-
nego w roznych stadiach rozwoju, czy to w postaci pateczek otoczonych
btonka, czy tez kulistych podjednostek, o przekroju zaledwie 20 mili-
mikronéw.

Wirusy te mozna byto otrzymaé¢ w stanie bardzo znacznej czystosci,
rozpuszczajgc wielosciany rozcienczonymi roztworami sody. Sg to nu-
kleoproteidy zawierajgce okoto 20% kwasu DN i state ilosci zelaza.
(Bergold) (6). Znane sg ponadto kuliste wirusy cytoplazmatyczne oraz
t.zw. fkapsularne" z limfy owad6w, gdzie wewngtrz kapsutki tkwi jedna
pateczka, sktadajgca sie rowniez z kulistych podjednostek.

Frapujace elektronogramy catego cyklu rozwojowego wirusa jed-
wabnika otrzymali Smith i Xeros( 1953) (37). Pierwsze stadium —
to powstanie w jadrze zbitej masy chromatynowej, t.zw. ,siatki jadro-
wej", z ktérej najpierw oddzielajg sie pateczki, a z nich kuleczki. Wi-
rusy wytaniajg sie wiec bezposSrednio z materiatu komodrkowego,
a Smith uwaza je wprost za wyrdéznicowany produkt zmienionego me-
tabolizmu kom@rki.

Gdy przechodzimy do witasSciwych wiruséw zwierzecych, to uderza
nas wielka skala rozmiaréw — od kilkunastu do trzystu milimikronow,
przy czym kwas nukleinowy jest r6znorodny.

Najwieksze wirusy tego typu, z wytgczeniem grupy Psittacosis zali-
czanych juz obecnie do Rickettsiales, -ujmowane sg w najnowszym po-
dziale wirusé6w w jedng grupe ,,poxwirusé6w". Sg to olbrzymy o wymia-
rach — 200 — 300 milimikronéw, z wyraznym tzw. ,jadrem" widocz-
nym po strawieniu ciatek elementarnych pepsyna, a znikajagcym po dal-
szym trawieniu dezoksyrybonukleaza i na nowo pepsyng. Jadra te sa
wiec bardzo podoibne do jader bakteryjnych, co podkre$la Peters
(30). Ciatka elementarne tych wiruséw zawierajg znaczne ilosci kwasu
DN i bardzo mato RN, a otoczone sg btonka w rodzaju btony bakteryj-
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nej. Stosunek kwasu DN do RN jest wiec odwrotny niz u bakterii, nato-
miast prawie identyczny, jak u postaci przesaczalnych ,L" bakterii,
gdzie znajdujemy kilkakrotnie wiekszg ilos¢ kwasu DN niz RN. Nalezy
podkresli¢, ze rzad wielkosci jader bakteryjnych, postaci ,,L", oraz wy-
zej omawianych wiruséw jest zupetnie ten sam, wynoszagc od okoto
100 do paru setek milimikrondw.

Wirusy pos$rednie co do wielkoSci, o rozmiarach kilkudziesieciu do
ponad stu milimikronéw, jak np. wirus grypy lub brodawczaka krolika
sg niedostatecznie zbadane w swym sktadzie nukleinowym. Podaje sie np.
wartosci do 9% kwasu DN u brodawczaka, a tylko wirus grypy zostat
zbadany nieco doktadniej i Ada (1) (2 podaje w nim zawarto$¢
0,8—1,0°/0 kwasu RN, jako jedynego sktadnika nukleinowego.

Co sie tyczy zawartos$ci kwaséw nukleinowych w niniejszych kulis-
tych wirusach, o wymiarach okoto 30 milimikronéw, jak np. wirusa po-
razenia dzieciecego, zo6tej febry, a wreszcie najmniejszych, jak wirusa
pryszczycy o $rednicy 19 milimikronéw, to tutaj dane s zupetnie nie-
pewne. W wirusie pryszczycy np. znaleziono jakoby kwas RN, a brak DN.

Bardzo ciekawe sg badania i poglady Polsona (31) na budowe
matych i mniejszych wiruséw. Na zasadzie doktadnych pomiarow statej
sedymentacji i wspotczynnika dyfuzji, P o lson przyjmuje, ze wszyst-
kie te wirusy sa zbudowane z kulistych podjednostek tej samej wielkos-

ci — 12 milimikronéw. Tak wiec wirus pryszczycy zawiera ich cztery,
poliomyelitis — 16, a wirus afrykanskiej choroby koni o dwdch rozmia-
rach — 30 milimikronéw i 50 milimikrondw zawiera odpowiednio —

16 i 64 takich podjednostek.

Te czastki Srednicy 12 milimikrondw, nie majace jednak zdolnosci
zakazania, bytyby czagstkami t.zw. antygenu rozpuszczalnego, wykrywa-
nego wigzaniem dopetniacza. Bytyby one analogiczne do podjednostek
wirusa grypy, wykrytych przez H oy le'a iinnych (19) w 1952 r. droga
zadziatania eterem na ciatka elementarne i oddzielenia podjednostek
antygenu od podjednostek hemaglutynin. Podjednostki antygenu wag.
Hoy le'a (20) powstaja w komorce dopiero po dwdch godzinach od
chwili zakazenia i majg budowe rybonukleoproteidowga, natomiast czgstki
hemaglutynin budowe proteinowg. Poniewaz Ada nie uwaza S$ladow
kwasu DN za sktadnik istotny wirusa grypy, staje sie prawdopodobnym,
ze caty kwas RN nalezy wtasnie do tych podjednostek antygenu roz-
puszczalnego, tego pierwszego etapu tworzenia sie wirusa w komdrce
zakazonej.

Wyzej wymienione poglady na decydujgca role kwasu RN w budo-
wie wirusa grypy, znalazty zupeine potwierdzenie w pracach Ada
i Perry (2 w 1955 roku. Stwierdzili oni paralelizm miedzy infekcyj-
noscig roznych szczepow wirusa grypy i iloSciami kwasu RN, a ponadto
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ciz sami autorzy (3) wykazali rdzny sktad purynowy i pirymidynowy
szczep6bw A i B. Stosunek (adenina+ uracyl): (guanina+ cytozyna) wy-
niést odpowiednio 1,2 i 1,4, co odpowiada raczej stosunkom napotyka-
nym zazwyczaj w kwasach DN, a nie RN (z wyjatkiem wiekszo$ci wiru-
sow roslinnych). Fakt ten pozwala przypuszczaé, ze podobieAstwa lub
réznice w proporcjach sktadnikéw azotowych poszczegodlnych kwasow
nukleinowych wirusé6w mogg by¢ réwnie waznym Zrédiem podobnych
lub réznych efektéw biologicznych, jak przynaleznos¢ do okre$lonej gru-
py kwaséw (DN lub RN).

Najwiecej wiadomosci o roli kwaséw nukleinowych w procesie two-
rzenia sie wiruséw zdotano uzyska¢ przy analizie skomplikowanego
dziatania bakteriofagbw na komérki bakteryjne, szczegélniej fagow
Ti — T7 na £. coli.

Przy zastosowaniu najsubtelniejszych metod izotopowych i odrebnym
znakowaniu fosforu kwasu nukleinowego faga i siarki jego czesci biat-
kowej, udato sie po raz pierwszy wykazaé Hersheyowi i Chase
(18) w 1952 roku, ze w etapie ostatecznego przenikania faga do wewnatrz
drobnoustroju cata czes¢ biatkowa gtowki i ogonka pozostaje nazew-
natrz. Do wewnagtrz E. coli przenika wytgcznie caty kwas DN, znajdujg-
cy sie, jak wiadomo, w ogromnej ilosci, bo okoto 40°/0 w gtdéwce faga.

Ze kwas DN fagow E. coli posiada zupetnie odmienng budowe od DN
E. coli, to stwierdzili juz w 1952 roku Wyatt i Cohen (45) izolujac
z nich nowy, nieznany dotychczas sktadnik pirymidynowy-hydroksy-
metylocytozyne, zastepujaca zwykig cytozyne.

Dalszym postepem w tym kierunku byto niespodziewane odkrycie
przez Sinsheirnera (36), a nastepnie Volkina (47) w 1954 roku
dodatkowego sktadnika weglowodanowego — glukozy, czasteczki ktorej
nie sg elementami tancucha nukleinowego, ale prawdopodobnie sg zwig-
zane glukozydowo z grupg wodorotlenowg hydroksymetylocytozyny.

Taka odrebno$¢ budowy kwasow DN faga od kwasu DNE. coli stwa-
rza wyjagtkowo dogodne warunki dla $ledzenia kilkunastominutowego
procesu multyplikacji faga, az do chwili lizy komorki bakteryjnej, dajac
mozno$¢ wnikniecia we wszystkie etapy stopniowej budowy fagow.
Mozna juz obecnie roztrzygnaC sprzeczne poglady co do udziatu badz
catych czasteczek kwasu DN z przenikajgcego faga, badz tylko czesci
sktadowych tegoz kwasu w procesie generacji nowych indywiduow fa-
ga. Po ostatnich pracach Mackal i Kozl.offa (25 nad fagiem T7,
nadajagcym sie najbardziej do tego rodzaju badan, mozna, zdaje sie, juz
powiedzieé, ze przemawiajg one zdecydowanie za tg ostatnig koncepcja.
Znakowane atomy fosforu i azotu kwasu DN faga znajdujg sie w potom-
nych fagach w zmienionych stosunkach molarnych, co przemawia za roz-
padem wnikajacego kwasu DN na blizej nieokre$lone sktadniki i dalszg
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synteza jego czasteczek z catej puli tychze sktadnikéw wytwarzanych
w komorce bakteryjnej.

Ciekawe sg zagadnienia, zwigzane z lokalizacjg i formg istnienia
kwasu DN wewnatrz gtowki faga. Mozna wyliczy¢, ze cato$¢ ogromnej
iloSci kwasu jest zamknieta jakby w wydrgzonej kuli biatkowej, co wy-
klucza normalne wigzanie z grupami zasadowymi biatek. Wiele prze-
mawia za chelatowym wigzaniem z metalami, prawdopodobnie Ca lub
Mg (Wat son) (43). Takie luzne wigzania umozliwia proces t.zw.
.wstrzykniecia'* kwasu DN do komérki, a samo istnienie subtelnej
i chwiejnej rdwnowagi kationowej moze rzuci¢ Swiatto na zagadnienie
indukcji lizy w lizogenicznych kulturach bakterii i przeksztatcania pro-
fagéw w dojrzate fagi.

Rys. 5. Mikroelektronogram pojedyrnczego faga Te, rozer-

wanego przez zmiang napiecia powierzchniowego. Nad

pusta btong gtéwki faga utozone koncentrycznie nitki
kwasu DN. X 94.000 '(Fraser 1953).

Wspdbtczesna technika mikroskopii elektronowej umozliwia nam
ujrzenie catosci kwasu DN, uwolnionego przez nagta zmiane napiecia
powierzchniowego z jednego jedynego faga, a okazato sie, ze ilos¢ ta
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jest rzedu 10-16 g. Obok pozostatego t.zw. ,cienia"”, zawierajacego catg
biatkowg strukture faga (Fraser i Williams) (13), widzimy poje-
dyicze niteczki kwasu i to o spodziewanej teoretycznie grubosci okoto
20 A. (Rys. 5).

Te mikroelektronogramy najzupetniej tlumaczg wspomniane wyzej
frapujace doswiadczenia Hershey'a, narzucajgc nam hipoteze cza-
stek kwasu DN w gtéwce faga nie zwigzanych na nukleoproteidy, a tylko
zwinietych w kiebuszki czy tez superspirale, gdzie wigzania wodorowe
i chelatowe odgrywajag gtéwna role.

Ten krotki przeglad najnowszych osiggnie¢ nauki o kwasach nukle-
inowych wszelkich wirus6w domaga sie juz obecnie jakiej$S ogolnej in-
terpretacji.

Rys. 6. Masy czastek wirusa grypy, wytaniajgce sie
i zakazonej komorki. X 8.200. (Wyckoff 1954).

Szukajac logicznej odpowiedzi na trudne pytania, dotyczace istoty
i tworzenia sie wirusdw, widzimy, ze w ostatnich czasach punkt ciezkosci
najwazniejszego zagadnienia tyczacego sie procesu reduplikacji wiru-
sOw po pierwsze przesuwa sie na samg komorke zywiciela, po drugie
uwypukla coraz bardziej role kwasow nukleinowych w procesie.

Dawna teoria wirusal — pasozyta usuwa sie coraz bardziej w cien
i ma coraz to mniej zagorzatych zwolennikéw, jakimi np. sgBurnet
(9 lub Ryz ko w (31a). Na jej miejsce zjawia sie hipoteza, ze wirus
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jest produktem sit proteinotwérczych komérki zywiciela, przestawionych
z drég normalnego metabolizmu na nowe tory, czasami obojetne lub
symbiotyczne, czasami zabdjcze dla zycia komorki. Najistotniejszym mo-
mentem jest wtargniecie i mniej lub wiecej posunieta adaptacja tego
nowego aparatu wytworczego (w rodzaju specyficznego zestawu obra-
biarek), noszgcego charakter obcych kwaséw nukleinowych (u pewnych
wirus6w DN, u innych RN).

Caly szereg najwybitniejszych wirusologéw zdecydowanie gtosi réz-
ne warianty tej teorii. Jeden z jej pionierbw — Bauer twierdzi wprost
(4), ze ,, wirus grypy to krople schorzatej cytoplazmy komorki" o ksztat-
cie okreslonym przez warunki otoczenia oraz, ze ,wirusy sg scisle zbli-
zone do normalnych skitadnikéw komorki i moga z nich powstawac"”,
Wyckoff (46) na zasadzie swych mikroelektronograméw (Rys. 6),
uwaza rowniez wspomniany wirus za produkt czynno$ci cytoplazmy,
a Hoyle (20), autor teorii 12 milimikronowych rozpuszczalnych pod-
jednostek wirusa grypy jest podobnego zdania. O analogicznych pogla-
dach Kenneth-Smitha na istote wirusow owadoéw byta juz mowa
poprzednio, przy czym zwalcza on poglad, ze wirus jest odrebng istotg
Zywa.

Spory tyczace zasadniczego charakteru bakteriofagdw, sa nie mnigj
gorace, ze przypomne tutaj poglady radzieckiego wirusologa — Kris-
sa (1953), od szeregu lat wysuwajacego teorie czysto biokatalitycznego
charakteru bakteriofagow i podkreslajagcego spiralny uktad jednostek
biatkowych w gtdwce faga (24).

Fakt przenikania bezbiatkowego kwasu DN faga do wewngtrz komor-
ki bakteryjnej, zupeinie wystarczajacy do zainicjowania bltyskawicznej
multyplikacji fagéw czy profagdw, musi by¢ traktowany jako jeden
z argumentéw przemawiajacych za endogennym pochodzeniem co naj-
mniej wiekszosci wirusow.

Zreferowane tutaj wspoétczesne poglady na powstawanie wiruséw
okazg sie, by¢ moze, kiedy$ tylko przejsciowymi hipotezami, jednak naj-
nowsze kierunki fbadan nad budowag kwasow nukleinowych i nukleopro-
teidéw, w oparciu o szybki rozwdj mikroskopii elektronowej dajg nam
rekojmie, ze juz w niedalekiej przysztoSci zdobedziemy wystarczajace
dane do skonstruowania wszechstronnej teorii wiruséw i ich stosunku
do substancji zywej.

ADDENDUM
W ostatnich miesigcach 1955 r. ukazato sie wiele wybitnych prac

z dziedziny wirusologii, $ci$le zwigzanych z zagadnieniami poruszanymi
w naszym artykule.



280 A. DMOCHOWSKI 14]

Fraenkel-Conrat i Williams (Proc. Nat. Ac. of Sc.,, U.S.A,,
41, 690, 1955) ogtosili prace nad udang ,resyntezg" czasteczek WMT,
roztozonych przy pomocy detergentéw w pH 8,5, na cze$¢ biatkowg i nu-
kleinowg, a nastepnie zrekonstruowanych na czynnik aktywny przez po-
taczenie sktadnikéw w pH 6.

Schaeffer i Schwerdt (Proc. Nat. Ac. of Sc. U.S.A. 41, 1020,
1955) otrzymali wirus porazenia dzieciecego (Poliomielitis) w postaci
krystalicznej. Jest to pierwsza krystalizacja t.zw, wirusa zwierzecego.

Herd¢ik (Biochim. Biophys. Acta, 18, 1, 1955) podat mikroelektrono-
gramy ilustrujace przebieg penetracji i rozwoju bakteriofaga T2 wew-
natrz E. coli, przemawiajgce do pewnego stopnia za teorig endogennego
powstawania fagow.

Za endogenng teorig wirus6w przemawiajg rowniez doSwiadczenia
Lepine, Croissant i Wyckoff (Ann. Inst. Pasteur, 90, 13, 1956)
nad kolejnymi etapami rozwoju wirusa Poliomielitis w komérce zaka-
zonej.

Odrebne stanowisko zajmuje nadal Ryz ko w (Zurn. Obszcz. Biot.
1955) podajgc teorie t. zw. ,,wirospor” synteze swych dotychczasowych
pogladow na istote wiruséw jako odrebnych istot zywych.
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BOHDAN RODKIEWICZ, ALEKSANDRA PRZELECKA, HANNA POZNANSKA
Kwasy nukleinowe w komorce

Zagadnienie wystepowania i metabolizmu kwasow nukleinowych in-
teresuje zarowno biochemika jak i cytologa. Biochemik powinien zna-
lezé potwierdzenie swoich koncepcji i hipotez na terenie cytologii, bo
przeciez w ostatecznym rachunku przewazajgca ilos¢ tych proceséw od-
bywa sie w komérce. Z drugiej znoéw strony cytolog nie moze ograni-
czy¢ sie do opis6w czysto statycznych, a musi wigczy¢ je do ogdlnofizjo-
logicznych proceséw organizmu.

Rozwéj badan nad kwasami nukleinowymi, rozwdj metod biochemi-
cznych w tej dziedzinie a nastepnie przystosowanie wielu z nich do prac
cytologicznych pozwala na coraz doktadniejsze poznanie nie tylko roz-
mieszczenia kwaséw nukleinowych w komorce, lecz takze na wysuwa-
nie hipotez dotyczacych ich roli.

Jakkolwiek metody te nie sg absolutnie bez zarzutow, to jednak sto-
sowanie ich dostarcza stale coraz to nowych ciekawych faktéow (38,
45, 61, 100, 115, 138). Kwasy nukleinowe wykryto w latach 70 w. XI X,

ale dopiero praca Feulgena i Rossenbecka (1924) pozwo-
lita oznaczyé cytochemicznie KDN oraz obalita btedny poglad o istnie-
niu odrebnych kwaséw — dla zwierzat tymonukleinowego, a u roS$lin

drozdzowego. Pojawity sie setki publikacji, ktére dowodzity, ze w jad-
rach wszystkich organizméw wystepuje KDN. W czasie kariokinezy sku-
pia sie on w chromozomach, natomiast w interkinezie znajduje sie
w granulacjach lub siateczce chromatynowej — w strukturach odpowia-
dajgcych chromozomom. Struktury te, podobnie jak chromozomy, miaty
by¢ identyczne w jadrach organizméw danego gatunku. Ostatnio coraz
czeSciej pojawiajg sie jednak prace podwazajgce ten poglad (102, 103,
110, 118, 133). Na sympozjum niemieckiego Towarzystwa Biochemicz-
nego mowi sie wyraznie o homogennosci badanych przyzyciowo w mi-
kroskopie Swietlnym jader interkinetycznych (96). Hughes w swojej
monografii ,,Mitotic Cycle" stwierdza, ze chromozomy tworzag sie w pro-
fazie i ze w jadrze interkinetycznym nie dajg sie rozpoznaé (79).

[2831
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Na wspomnianym juz sympozjum twierdzi sie , ze jadro komdrkowe
pod wzgledem budowy chemicznej przedstawia jednorodny zel z nukle-
oprotamin, w ktéorym nie mozna wykaza¢ zadnych widzialnych struktur.
Zel ten jednak posiada wiasciwosci tatwego tworzenia wiokien (55).

W jadrach, w ktorych wystepowanie struktur interkinetycznych nie
ulega watpliwosci, obserwuje sie czesto, ze zalezg one od stanu fizjo-
logicznego komorki. Hocqgette zanotowal gromadzenie sie lub zanik
prochromozomow w jadrach komorek fasoli zaleznie od doptywu pokar-
mu (74, 75, 90). Wg Makarowa substancja chromatynowa — a wiec
i nukleoproteidy, znajduje sie w jadrze interfazowym w stanie zolu
(102, 103).

Za stusznoscig pogladow o niestatosci struktur jadrowych przema-
wia ostatnia praca M azia Podaje on, ze po zadziataniu na komorke
czynnikiem wigzagcym Ca lub Mg — np. kwasem etylenodwuamino-
czterooctowym nastepuje rozpad chromozomoéw na fragmenty o diugosci
okoto 4000A i 200A szeroko$ci. Wiadomo za$ z wczes$niejszej pracy
Roskina, ze Ca jest bardzo ruchliwym sktadnikiem komorki. Groma-
dzi sie on podczas kariokinezy w chromozomach, w interkinezie rozpra-
sza sie po catej komédrce. W interkinezie znika wiec z jadra czynnik,
ktéry miedzy innymi warunkuje strukture chromozoméw (106, 145).

Preparaty utrwalone wykazujg na ogét zr6znicowanie jader interfa-
zowych, jednak zagadnienie to rozstrzygngé moga tylko badania przy-
zyciowe. Stwierdzenie struktur interkinetycznych w badanych przez
Casperssona (29 przyzyciowo jadrach roznych komorek neguja
Brumberg, Roskin iin. twierdzac, ze sg to artefakty, spowodo-
wane samg technikag badania, mianowicie uszkodzeniem komdérki przez
promienie U.V. (25, 26, 92, 146).

Podziat substancji chromatynowej — a wiec i KDN — miedzy komorki
potomne odbywa sie bardzo dokladnie podczas kariokinezy. Chromozo-
my dzielg sie podtuznie na potowy, dzieki czemu kazde jadro nowopow-
state otrzymuje identyczne genomy. Fakt ten byt tak uderzajacy, ze od-
rzucano w zasadzie mozliwo$¢ istnienia innych petnowarto$ciowych
typéw podziatow jadra, jako nie gwarantujgcych tak réwnomiernego
rozdziatu chromatyny. Amitotyczny podziat jader uznano za wyraz stanu
patologicznego komdrki, tymczasem badania lat ostatnich wykazaty,
ze zachodzi on nie tylko w komérkach podlegajgcych dziataniu pewnych
czynnikéw patogennych (137), czy w kulturach tkankowych (142), lecz
takze w normalnie rozwijajgcych sie organizmach (50, 82, 120, 139, 141).

Wystepowanie rozdziatu chromatyny poprzez kariokineze starano sie
wykaza¢ we wszystkich grupach organizmow (ref. 87) — a wiec i u bak-
terii — prace te jednak spotykajg sie stale z bardzo powazng krytyka
(10, 11, 56, 67).
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Od dawna kwestionowano powszechnosé wystepowania KDN w jad-
rach. Co pewien czas pojawiaty sie prace o braku KDN w niektorych
komorkach. Negatywne wyniki przypisywano bitedom technicznym iba-
daczy (117). Mimo ze biedy takie rzeczywiscie miaty nieraz miejsce,
okazato sie jednak faktem, ze w niektorych komdrkach KDN nie daje
sie wykryé dostepnymi obecnie metodami cytochemicznymi. Takimi ko-
morkami sg u niektérych organizméw zwierzecych i roslinnych komorki
jajowe, przynajmniej w pewnym okresie swego rozwoju. Czasami pozba-
wione sg KDN réwniez gamety meskie — np. mitorzebu (5, 54, 43, 62, 99,
104, 149, 168, 169). Wg badan Ludwiga (99) w okresie pierwszych po-
dziatéw w embriogenezie u szczura nastepuje okresowe uwalnianie sie
grup aldehydo,wych od czasteczek KDN, wtedy reakcja Feulgena
jest negatywna.

Rownolegle z tymi badaniami toczy sie dyskusja na temat ilosci
KDN w jadrach komdrek jednego gatunku. Wiekszo$¢ autoréw stoi na
stanowisku, ze ilos§¢ KDN jest stata dla komorek danego gatunku. Wy-
sunieto nawet prawo statej iloSci KDN majace zastgpi¢ prawo stalej
iloSci chromozomow (,prawo"” Boivin — Vendrely). ROznice ob-
serwowane wynikaja wg nich tylko na skutek wystepowania w obrebie
roznych tkanek tego samego organizmu jader poliploidalnych — to zna-
czy o zwiekszonej ilosci chromozomow. Ilos¢ KND bedzie wtedy Scisle
proporcjonalna do iloSci genoméw. (68, 79, 111, 130, 173, 172, 170, 165).

Rozpatrujgc prace tych autoréw mozna zauwazy¢ dos$¢ duze wahania
w danych ilosciowych. Juz sam bitad wynikajacy z metod stosowanych
wynosi niekiedy kilkanascie procent, czesto wiec operuje sie wobec
tego jedynie przyblizonymi wielkoSciami przecietnymi.

Inna grupa badaczy przedstawia wyniki sprzeczne z powyzszymi. Wg
nich zarowno w obrebie tkanki jak i w réznych okresach rozwoju, ilo$¢
KDN jest niejednakowa. Zmienia sie ona zaleznie od funkcji i stanu fi-
zjologicznego komdrki. Do grupy tej nalezg tacy ibadacze jak Lison,
Pasteels, Govaert iin (6 46, 64, 66, 98, 127, 128, 148, 183).

Alfert i Swift zaatakowali stuszno$¢ wnioskéw wycigganych
z ich prac, przypisujac je btedom metody, Pastee 1s i jego wspodtpra-
cownicy stojg jednak nadal na tym stanowisku wykazujac w badaniach
eksperymentalnych zwiekszenie ilosci KDN w komdrkach o wzmozonej
aktywnosci podziatowej (126).

Ciekawy jest tez fakt zaobserwowany przez Roskina Stwierdzit
on, ze w komdrkach czuciowych uktadu nerwowego szczuréw i kroli-
koéw znajduje sie mniej KDN i KRN niz w komoérkach ruchowych tego
uktadu (148).

Bardzo wyrazne roznice w zdolnosci barwienia sie jagdra mozna otrzy-
ma¢ w warunkach eksperymentu. W tkankach organizméw poddanych
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dziataniu r6znych czynnikéw np. sulfamidow moze zupetnie zanikaé
okresowo pozytywna reakcja na odczynnik Feu lgen a Podobnie u ro-
$lin hodowanych na bezfosforowej pozywce reakcja ta wychodzi stabo
lub nawet zanika (2, 46, 52).

Odkrycie, ze komorki jajowe a wiec wyjsciowe dla organizmu mo-
ga by¢ pozbawione KDN, $wiadczy naszym zdaniem decydujaco prze-
ciw prawu statoSci KDN. Zresztg jeden z najwybitniejszych badaczy
kwasow nukleinowych — Davidson, sam stronnik tezy o statoSci
KDN, méwi o niestusznosci ujmowania pojecia tego tak, jak statych
fizycznych. Davidson twierdzi, ze pewne wahania sg dopuszczalne
(4), ale w takim razie trudno juz wiasciwie méwi¢ o prawie ,statosci".

KDN wystepuje w komorce nie tylko w jadrze — chociaz tak sadzo-
no do niedawna — ani tez nie jest z nim nierozerwalnie zwigzany. Zna-
leziono KDN w mitochondriach (182) oraz w plastydach komadrek roslin-
nych (33, 109, 154). Tego rodzaju sygnaly sa jeszcze nieliczne i niezbyt
pewne, natomiast z duzg pewnoscig ogromne ilosci KDN wystepuja w cy-
toplazmie jaj roznych zwierzat (17, 57, 58, 76, 153). W wielu wypadkach
zanotowano wystepowanie KDN w jaderkach, badz jako sktadnika spo-
radycznego, badz statego i to zarébwno w komoérkach roslinnych jak
i u zwierzat (3, 6, 85 86, 121, 162). W zasadzie jaderka zawierajg tylko
KRN.

Kwasy nukleinowe mozna z jader wytrgci¢ dziataniem réznych czyn-
nikéw jak trypaflawina, hydrochinon, podwyzszona temperatura i in.
KDN przedostaje sie wéwczas do cytoplazmy w postaci kuleczek lub
nitek i przez dtuzszy czas tam pozostaje, komorki za§ mimo to zyjg na-
dal i zdolne sg do réznicowania sie (49, 89, 180).

KDN moze przenika¢ z komorki do komdrki. W czasie mikrosporoge-
nezy u wielu roslin okrytonasiennych stwierdzono przechodzenie sub-
stancji Feulgen — pozytywnej z komorek warstwy wyscietajgcej do
komdrek macierzystych pytku lub z jadra do cytoplazmy (35, 157, 178).
Podobnie Ko 11e r przypuszcza, ze dane dotyczace mitozy i przetrwania
utomnych ziaren pytku w bezposSrednim otoczeniu zdrowych $wiadczg
o mozliwosci przenikania materiatu — jak méwi — genowego, a wiec
KDN poprzez btone plazmatyczng komérek. Podobne zjawiska przeni-
kania KDN przez btone jgdrowg i plazmatyczng obserwowano takze
w komorkach zwierzecych — w materiale patologicznym, jak zrakowa-
cenia, oraz w normalnym procesie dojrzewania komdrek jajowych
w niektorych grupach systematycznych (88, 151, 152, 177).

Takie same zjawiska opisywano jeszcze czesciej dla KRN. Cate jego
czasteczki lub ich czesci sktadowe przechodzg przez btony komorek (53,
159). Przy kietkowaniu fasoli t. zw. zapasowy KRN z liscieni przechodzi
do stozk6éw wzrostu w postaci czastek wiekszych niz nukleotydy (123).
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Drugi typ kwaséw nukleinowych — KRN — jest niemal wszechobec-
ny w komérce. Wystepuje on zar6wno na terenie cytoplazmy jak i jadra
komérkowego. W dojrzatych komérkach prawie caty KRN jest w posta-
ci zwigzanej, w mtodych — embrionalnych do 80% jest w postaci wolnej
(31). KRN gromadzi sie w komdrce w szeregu mniej lub bardziej trwa-
tych organoidéw jak mikrosomy, mitochondria. Wystepuje w jaderku
i w jadrze komoérkowym, na chromozomach i wrzecionie kariokinetycz-
nym (40, 80, 140). Stwierdzono jego obecno$¢ w otoczce jaj niektorych
zwierzat (119). Mozna utozyé ziarnisto$é cytoplazmy wediug wzrastaja-
cej ich wielkosci, od najmniejszych mikrosomow poprzez wieksze mikro-
somy do mitochondriéw, a u ros$lin dodatkowo do plastydéw — przy
czym wyraznie daje sie zaobserwowac, rownolegle do zwiekszonych wy-
miaréow tych granulacji, spadek procentowej zawartosci w nich KRN
(34). Wiaze sie to prawdopodobnie z gromadzeniem sie tam syntetyzo-
wanego biatka (84, 91, 176).

Najbogatsze w KRN sg mikrosomy. Zawierajg one okoto 60% catej
jego ilosci obecnej w komérce (34, 119). Mitochondrialny KRN grupuje
sie w drobnych ziarenkach znajdujacych sie w otoczce mitochondrium.
Mimo swego ogromnego znaczenia w fizjologii komorki — mitochon-
dria — stanowigce siedlisko wielu enzyméw, KRN, — mogg, jak to wy-
kazat eksperymentalnie dla komorek roslinnych P. Dangeard, zani-
ka¢ i powstawaé de novo (37).

Powigzanie KRN z biatkiem w mitochondriach jest rozmaite. Dzia-
tanie rybonukleazy nie dosiega okoto 15 — 30% KRN mitochondriow.
Pomimo usuniecia okolo 70% KRN wykazujg one jednak prawie nie-
zmieniong aktywno$¢ enzymatyczng, ktdrg niszczy dopiero dodatek pro-
teaz. Wystarcza tu minimalna ilos¢ proteazy, czesto taka, jaka wyste-
puje jako zanieczyszczenie preparatéw enzymatycznych, otrzymywanych
niektérymi metodami. Swiadczy to o decydujacym znaczeniu biatek dla
aktywnos$ci enzymatycznej mitochondriow (131).

llos¢ KRN w komorkach waha sie bardzo znacznie. Zmiany te wigza
sie zwykle ze stanem funkcjonalnym komorki. Duzy wzrost zawartosci
KRN obserwuje sie przede wszystkim w strefach intensywnej produkcji
biatek, a wiec w tkankach embrionalnych i twérczych oraz gruczotowych.
Pierwszymi badaczami, ktérzy udokumentowali oryginalnymi metodami
cytochemicznymi ten fakt, byli Brachet i Caspersson (12, 13
14, 28, 29). Typowym przyktadem takiej tkanki gruczotowej bogatej
w KRN sg gruczoty przedne owadéw i pajakéw, gdzie uderza ogromna
ilos¢ KRN zlokalizowana w cze$ci sekrecyjnej gruczotu (20, 21). Dla
wielu tkanek ustalono wyrazng zalezno$¢ miedzy poziomem KRN w cy-
toplazmie a produkcjg sekrecji (65, 97, 150).
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Jak juz wspomniano zmiany w ilosci KRN wigzg sie ze stanem fizjo-
logicznym komdérki. Obserwowano zmiany w iloSci KRN w komdrkach
watroby u szczuréw jako wynik wstrzaséw pourazowych (116). W okre-
sie cigzy, laktacji notuje sie wzrost ilosci KRN (45). Podobnie przy sztucz-
nym pobudzeniu aktywnosci komoérek watroby szczura obserwowano
w nich pojawianie sie struktur zawierajagcych KRN (160). Odwrotnie —
hamowanie aktywnos$ci np. poprzez gtodzenie doprowadza do zmniej-
szenia ilosci KRN w komoérkach. Zjawisko to obserwowano zaréwno
u zwierzat (39) jak i u roslin, gdzie gtodzenie eksperymentalne doprowa-
dzato do zmniejszania sie a nawet catkowitego zaniku jgderek (90, 122).
Straty KRN cytoplazmatycznego powodowane przez diete gtodowa
u zwierzat odbywaja sie przede wszystkim kosztem mikrosoméw, nato-
miast w mitochondriach zawarto$¢ pozostaje niezmieniona (171, 179).

Korelacja miedzy wystepowaniem KRN a produkcjg biatek nasuneta
mys$l o udziale KRN w syntezie biatkowej. Punktem wyjsciowym tych
koncepcji byly wspomniane juz prace Brachet'a i Caspersso na.
Badacze ci wysuneli hipotezy dotyczace roli KRN. Wg Caspersso n‘a
pierwszym etapem w syntezie biatek jest intensywna produkcja desoksy-
ryibonukleoproteidow i biatek bogatych w kwasy dwuaminowe oraz
mniejszych juz ilosci rybonukleotydow w odcinkach chromozomoéw zwia-
zanych bezposrednio z jaderkiem — t.zw. heterochromatycznych. Biat-
ka wyprodukowane tutaj dyfundowatyby badz wprost, badz via jaderko
z jadra do cytoplazmy. Nastepnymi, rownoczesnymi ogniskami syntezy
bytaby bilona jadrowa i cytoplazma. Syntezie 'biatek towarzyszy tu
zawsze bogate wystepowanie KRN. Caspersson schemat ten wyde-
dukowat z obserwacji morfologicznych, potgczonych z iloSciowymi ba-
daniami cytochemicznymi tkanek szczeg6lnie aktywnych fizjologicznie
(19). Sposrod organoidow komorki dominujgca role w biosyntezie bia-
tek przypisuje sie tu jadru — S$cislej jaderku i zwigzanej z nim hetero-
chromatycznej czesci chromozomow.

Na stanowisku odmiennym stoi Brachet Zdaniem jego synteza
biatek odbywa sie w cytoplazmie, gtéwnie w jej ziarnistoSciach — mi-
krosomach i mitochondriach. Badania lat ostatnich prowadzone przy po-
mocy mikroskopu elektronowego wykazaty, ze mikrosomy, tak wazne
dla zycia komorki, bogate w KRN — stanowig caty system siateczko-
waty, ktérego forma i wymiary zmieniajg sie zaleznie od zmiany stanu
fizjologicznego komorki (135, 136). Badania Brachet'a wskazywalyby
na to, ze wtasnie obecno$¢ tego systemu wystarcza do normalnego prze-
biegu syntezy biatek komérki. Poglad ten godzi w Casperssonowska teo-
rie o supremacji jadra.

Juz dawne doswiadczenie Hammerlinga wykazaty, ze po po-
dzieleniu jednokomorkowego glonu — Acetabularia mediteranea na
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czes¢ jadrowa i bezjadrowa, cze$¢ bezjagdrowa zyje kilka miesiecy a na-
wet wykazuje wzrost (73).

DosSwiadczenia te powtdrzyli Brachet, Chantrenne i inni, ba-
dajac przy tym przyrost biatek. Zaréwno przyrost azotu biatkowego jak
i wigczanie sie radioaktywnego CO2 w obu fragmentach glonu — jadro-
wym i bezjagdrowym — przez pierwsze 15 — 20 dni przebiega zupetnie
jednakowo. Dopiero przy diuzszym trwaniu do$wiadczenia — po mie-
sigcu obserwuje sie, w wypadku inkorporacji pietnowanego bezwodni-
ka weglowego, obnizenie aktywnos$ci fragmentéw bezjadrowych nie prze-
kraczajace jednak 30% w stosunku do fragmentéw zawierajacych ja-
dro (19, 167). Podobne doswiadczenia przeprowadzone na amebach do-
prowadzity do wnioskéw takich samych: siedliskiem syntezy biatek jest
cytoplazma; jadro — jako czynnik kontrolujagcy zawarto$¢ KRN w cy-
toplazmie i gtdwne miejsce syntezy KRN odgrywa w tym procesie jedy-
nie role posrednig (16). Poglady te potwierdzajg badania szeregu innych
autorow (23, 32, 33, 69, 132).

Obie z omoéwionych teorii, réznigce sie tak znacznie w uznawaniu
jadra czy cytoplazmy za gtéwne miejsce syntezy biatek, zgodne sg w jed-
nym zasadniczym punkcie. Obie wigzg proces syntezy z obecnoscig
kwasoéw nukleinowych, obie przypisujg wielkg role w tym procesie kwa-
sowi rybonukleinowemu. Jaki jest mechanizm tego procesu, w jaki spo-
s6b tancuchy kwasu rybonukleinowego umozliwiajg utworzenie sie ma-
kromolekut biatka — odpowiedzi na to zagadnienie pozostajg jeszcze
w stadium mniej lub bardziej udokumentowanych hipotez roboczych.
Hipotezy te mozna podzieli¢ na pare grup: 1) kwasy nukleinowe sg wzor-
cem — szablonem dla budowy czasteczki biatka; 2) kwasy nukleinowe,
ze wzgledu na zdolno$¢ przytgczania dodatkowych bogatych w energie
grup fosforanowych, sg czynnikiem energetycznym w syntezie; 3) kwasy
nukleinowe przez tgczenie sie z biatkami syntetyzowanymi na nukleo-
proteidy pozwalajg reakcji przebiega¢ w jednym kierunku; 4) polinu-
kleotydy odgrywajg role enzymdw (30, 42).

Powstawanie wigzan peptydowych jest procesem wysoce endoergicz-
nym (do 4000 Cal/mol), z tego tez punktu wyptywa gtéowna trudnosé
w wyttumaczeniu mechanizmu syntezy (biatek. Wg teorii Crampton'a
i Haurovitz'a (1952) transpeptydacja obniza ilo$¢ energii potrzeb-
nej w syntezie. Autorzy ci uwazajg, Ze synteza biatek przebiega dwufa-
zowo: w | fazie prawdopodobnie w jgdrze tworzy sie tancuch aminokwa-
sOw na wzorcu polipeptydowym ustalonym przez KDN, w Il fazie w ziar-
nistosciach cytoplazmy biatko otrzymuje specyficzng konfiguracje prze-
strzenng, — istnienia tej drugiej fazy dowiedli oni w badaniach nad two-
rzeniem sie przeciwciat (70, 71, 72).
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W oryginalny sposéb Dounce (1952) potgczyt teorie wzorca z teo-
rig energetyczng. Synteza biatka jest tu potgczona z samopomnazaniem
sie kwasoéw nukleinowych. Kwas nukleinowy ustala porzadek aminokwa-
soOw w tworzacym sie tancuchu polipeptydowym. Najpierw KN reaguje
z ATP tworzac kwas dwufosfonukleinowy, pozostaty kwas reaguje
z aminokwasami dajac zwigzki nukleinoaminokwasowe. Nastepnie
w zwigzkach tych wigzania fosfoamidowe przechodzg w karboksyami-
dowe i powstaje nowy nukleotyd i tancuch polipeptydowy (47, 48).

Nalezy wspomnie¢, ze w roku 1947 Spiegelman, aw 1950 Bres-
s ler zwracali juz uwage na mozliwosé przytaczania dodatkowych grup
fosforanowych do KN (24, 143, 158).

Gamow w r. 1954 podat nowg koncepcje odwzorcowywania sie bia-
tek na kwasach nukleinowych, opartg na teorii modelu $rubowego.
W atson'a i Crick'a. Wg niego wolne aminokwasy zajmujg odpo-
wiednie przestrzenie pomiedzy nukleotydami, tworzac w ten sposob
taricuch polipeptydowy (60, 175).

Binkley uwaza kwasy rybonukleinowe za enzymy bezbiatkowe
dziatajgce w okre$lonym ogniwie syntezy biatka. Wykryt on mianowi-
cie w nerce $wini kwas nukleinowy hydrolizujagcy dwupeptyd cystei-
nyl — glicyne. Ostatnio za$ stwierdzit on o/becno$¢ dwupeptydu o cha-
rakterze KN w wirusach roslinnych (8, 9).

Jak juz méwilismy, wszystkie te teorie majg na razie jeszcze charak-
ter mniej lub bardziej ugruntowanych hipotez roboczych. Za mechaniz-
mem polegajacym na powstawaniu komplekséw nukleoproteinowych,
z ktérych dopiero odszczepiajg sie czasteczki biatka, przemawiatyby ob-
serwacje morfologow stwierdzajgce obfite wystepowanie fosfatazy w ko-
morkach aktywnie produkujacych biatka. Enzym ten umozliwiatby ostat-
ni etap procesu uwalniania sie tych zwigzkéw (20, 21, 181).

Oczywiscie nie moze byé mowy o jakiej$ zupetnie prostej zalezno$-
ci miedzy KRN a syntezg biatek. Np. nagromadzenie KRN w komorce nie
jest hastem do podzialbw — a wiec do podwajania jej materiatu biatko-
wego; obserwuje sie niekiedy podziaty zachodzace przy stosunkowo nis-
kim poziomie KRN. Przy tworzeniu sie erytrocytdw moga braé udziat
rozne typy komérek macierzystych. Normalnie erytrocyty powstajg przez
podziat erytroblastow, ubozszych w KRN od innych macierzystych ko-
moérek, np. hemocytoblastdw, rozmnazajacych sie tylko wyjatkowo (101).
Podobnie u roslin rozmnazanie sie komorek kambium i prokamlbium za-
chodzi przy stosunkowo niewielkiej zawartosci KRN (83). Czesto notu-
je sie w komoérkach gruczotowych brak wyraznej rownolegtosci miedzy
wydzielaniem a poziomem KRN (77, 81, 124, 166). Belianski (7)
i Pardee (129) podaja, ze zawartos¢ KRN w komorkach bakterii nie
wigze sie w jasny sposéb z syntezag biatek. Dane te wskazujg na brak
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prostego zwigzku miedzy procesem syntezy biatek i KRN. Jednak rola
KRN jest niewatpliwa.

Brachet i in. (18, 95) traktujac komoérki rybonukleazg, otrzymali
zahamowanie mitoz i spadek wiaczania sie do protoplazmy znaczonych
aminokwasow.

Pozostawataby jeszcze do omowienia sprawa syntezy KN w komér-
ce. Badania przeprowadzone przy pomocy pierwiastkOw izotopowych
wykazaty, ze synteza ta zachodzi przede wszystkim w jadrze i w jader-
ku (41). Szybko$¢ wigczania P32 w czasteczce kwaséw nukleinowych
cytoplazmy jest o wiele powolniejsza (155, 161, 179). Istnieje tez mozli-
wos$¢ samoodtwarzania sie mikrosoméw wykazana przez Le Clerc,
ktérej — jak twierdzi — udato sie hodowac te organoidy in vitro na
btonce chorionoallantoinowej (94). Synteza KDN odbywa sie w jadrze —
przynajmniej jezeli chodzi o przytaczanie P. Do niedawna przypuszcza-
no, ze synteza a wilasciwie odtwarzanie sie KDN wigze sie z podwaja-
niem sie struktur chromatynowych w kariokinezie. Badania prowadzone
przy pomocy izotopdw radioaktywnych oraz metodami spektrofotome-
trycznymi wykazujg, ze wbrew tym pogladom synteza ta odbywa sie
w stadium interkinezy, a niekiedy w telofazie (27, 51, 78, 144, 164).

W Swietle badan radioaktywnymi izotopami C, N i P— KDN i KRN
okazat sie czynnym i ciggle przebudowujgcym sie zwigzkiem. Dotych-
czas myslano o nim jako o niezwykle statej substancji, odtwarzajacej
sie jednorazowo przy podziale komérki. Tymczasem pojedyicze atomy,
poszczegOlne grupy oraz czasteczki sktadowe sg tu ciggle wymieniane
(101, 107, 93, 105). To odkrycie (byto tak szokujace, ze niektérzy bada-
cze — aby ratowal koncepcje niezmiennosci KDN, wysuneli hipoteze
o0 istnieniu 2 typow tego kwasu. Jeden ma by¢ niezmienny, staty, — dru-
gi wiaczony bezposrednio w procesy przemian komorkowych sam tez
ulega przemianom.

Wzajemny stosunek KDN i KRN jest ciggle dyskutowany. Spotyka
sie w literaturze szereg danych, ktore przemawiajg za Sci$lejszg zalez-
noscig miedzy tymi dwoma zwigzkami. Czesto autorzy opisujg fakty, gdy
zanikaniu jednego z tych kwasdéw w tkance czy komdrce towarzyszy
jednoczesne pojawianie sie drugiego (4, 15, 36, 63, 65, 108, 112, 113, 125,
134, 153, 163, 183). Czy mozna tu mowi¢ o jakim$ ,.przechodzeniu" jed-
nego zwigzku w drugi — trudno powiedzie¢. Skomplikowana ich budowa
stereochemiczna wydaje sie catkowicie zaprzecza¢ takim mozliwosciom.
Z drugiej zndw strony trudno przypuszczaé, ze mamy tu do czynienia
z zupetnie przypadkowa zbieznos$cig. Niestety, dotychczasowe dane dos-
wiadczalne nie pozwalajg na wyjasnienie natury tego zjawiska.
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Przy przegladaniu literatury dotyczacej kwaséw nukleinowych —
a jest ona ogromna — widzi sie sporo sprzecznych danych, ktdre nie
zawsze mozna przypisa¢ biedom autoréw; spotyka sie réwniez kran-
cowo rOzne opinie 0 znaczeniu zwigzkéw tych w zyciu komdrki (22, 59).
Wydaje sie nam, ze kwasy nukleinowe sg czutym wskaznikiem stanu
fizjologicznego komorki, a ogromna plastyczno$¢ zywych organizmow
sprawia, ze wyniki uzyskiwane z badan na szerokim materiale sg tak
roznorodne. Stad zarowno dane dotyczace wystepowania, miejsca syn-
tezy jak i roli KN moga podlega¢ znacznym wahaniom. Roskin zna-
lazt u Slimaka Viviparus viviparus dojrzate widkna miesne, ktére mimo
braku jader spetniajg wszelkie funkcje zyciowe. Brak jader zostat w nich
skompensowany silniejszym rozwojem chondriomu i zwiekszeniem za-
wartosci KRN w hyaloplazmie (147). Ta zdolno$¢ kompensowania w pew-
nej mierze funkcji Swiadczy o tym, ze rola kwasow nukleinowych zalezy
w znacznym stopniu od okresu rozwoju komorki i warunkéw, w jakich
sie ona znajduje.
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