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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM II 1956 ZESZYT 1

B. S K A R Ż Y Ń S K I

D zieje zagadnienia kwasów nukleinowych

Dzisiejszy biolog wychodząc z przesłanek m aterializm u dialektyczne
go musi zmodyfikować słynną definicję życia sform ułow aną przez Engel- 

, sa, będącą podłożem współczesnej m aterialistycznej biologii. Dla Engelsa 
ośrodkiem rozważań dotyczących istoty życia była cząsteczka białka i jej 
bezustanne przem iany, natom iast dla dzisiejszego biologa elem entarną 
jednostką żywej m aterii jest pozacząsteczkowa s truk tu ra  zbudowana 
z proteidów, a więc białek złożonych z udziałem  substancji niebiałkowych, 
a szczególnie kwasów nukleinowych. Zajęcie tego nowoczesnego punktu  
widzenia wysuwa na czoło podstawowych składników żywej m aterii 
oprócz białek — które tę pozycję zajm owały od 125 lat — również kwasy 
nukleinowe, związki chemiczne jeszcze mało zbadane, a  przecież stano
wiące jeden z najbardziej aktualnych problem ów bieżącej biochemii. 
Dziedzina kwasów nukleinowych, jeszcze dwadzieścia la t tem u in tere
sująca zaledwie niektórych uczonych, w owym  czasie pozornie mało płodna 
i obiecująca, stała się obecnie terenem  masowego natarcia arm ii badaczy 
uzbrojonych w najnowocześniejszy oręż. Jak!i będzie ostateczny w ynik tego 
ataku, jak  prędko nastąpi zwycięstwo, trudno na razie przewidzieć, ale 
rzu t oka w przeszłość pozwalający objąć w jedną całość coraz to szybsze 
narastanie naszych wiadomości o kwasach nukleinowych, może nastroić 
nas najbardziej optymistycznie.

Kolebka kwasów nukleinow ych jako obiektu badań naukowych stała 
w Tybindze, w kuchni starego pałacu książęcego, zamienionej w latach 
sześćdziesiątych ubiegłego stulecia na laboratorium  in sty tu tu  chemii sto
sowanej tam tejszego prow incjonalnego uniw ersytetu. Na czele insty tu tu  
stał młody jeszcze badacz, ale już wsławiony w świecie naukow ym  jako 
były współpracownik V i r c h o w a  w Berlinie, odważnie atakujący 
m etodami chemicznymi problem y fizjologiczne i patologiczne. Badacz ten, 
Feliks H o p p e, adoptow any później przez swego szwagra, pod nowym  
swym ¡nazwiskiem H o p p e - S e y l e r  stał się chorążym  m łodziutkiej, 
wynurzającej się z powijaków gałęzi wiedzy — chemii fizjologicznej. Do 
pracowni jego w Tybindze zdążali adepci nowej nauki z całej Europy.

[31
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4 B. SK A R Ż Y Ń SK I [2]

W szeregu jego współpracowników w owym czasie widzimy reprezen
tantów  wszystkich narodowości, nie brak  i nazwiska polskiego — H er
m ana F u d a k o w s k i e g o ,  późniejszego pierwszego profesora chemii 
fizjologicznej w Polsce, w Szkole Głównej W arszawskiej.

W ieloletnie dociekania H o p p e - S e y l e r a  dotyczyły głównie 
cieczy ustrojowych, krw i i moczu, jako łatwiej dostępnych badaniu, ale 
uczeń i współpracownik V i r  c h o w a zdawał sobie sprawę z wagi ta 
jemnic, jakie k ry je  w sobie chemia komórki. W poszukiwaniu m ateriału, 
k tóry  by był skupieniem  jednolitych komórek, wolnym  od substancji m ię
dzykomórkowej, H o p p e - S e y l e r  zwrócił uwagę na leukocyty. Zada
nie chemicznego przebadania leukocytów powierzył w r. 1868 nowemu 
gościowi w swej pracowni, 24-letniem u Szwajcarowi z Bazylei, F rydery 
kowi M i e s c h e r o w i .  Sąsiednia klinika chirurgiczna dostarczyła opa
trunków  z ropiejących ran, z których M i e s c h e r w ypłukiw ał roztwo
rem  soli kuchennej komórki, uzyskując istotnie zupełnie jednorodną za
wiesinę leukocytów. Oczywiście, stosownie do dom inujących wówczas 
poglądów, główny nacisk został położony na badanie białek, których 
M i e s c h e r  zidentyfikował w komórce ciałek ropnych aż 5 rodzajów, 
cyfra przy ówczesnym stanie badań imponująca.

W toku swych badań M i e s c h e r  zwrócił uwagę na uderzającą od
porność jąder leukocytów, które pozostawały nienaruszone podczas tra k 
towania komórek bardzo rozcieńczonym kwasem solnym, rozpuszczają
cym wszystkie białka protoplazm y. Jeszcze dogodniejszy sposób izolo
w ania jąder znalazł M i e s c h e r  w soku żołądkowym traw iącym  pro- 
toplazmę a pozostawiającym  jąd ra  ciałek ropnych nienaruszone. Oczy
wiście, uzyskany w ten  sposób m ateriał stał się obiektem  badań M i e -  
s c h e r  a, k tóry  stw ierdził, że głównym tworzyw em  jąder leukocytów 
jest jakaś substancja rozpuszczalna już w słabo zasadowych roztworach, 
natom iast nierozpuszczalna w kwasach, zaw ierająca ok. 14% N i przeszło 
5p/o P. Widząc w niej charakterystyczny składnik jądra, nadał jej odpo
wiednią nazwę — nukleina. In tu icyjnie odgadł M i e s c h e r  znaczenie 
opisanego przez siebie związku. W zakończeniu swej pierwszej publika
cji pisał: „Znajomość wzajem nego stosunku między m ateriałem  jądro
wym, białkam i i ich produktam i przemian, zerwie z czasem zasłonę k ry 
jącą przed nam i istotę procesu wzrostu kom órki“.

H o p p e-S e y 1 e r  m iał widocznie początkowo wątpliwości co do 
słuszności wniosków swego młodego ucznia. P raca M i e s c h e r a  prze
leżała w b iurku m istrza przez dwa lata, zanim  zdecydował się opubliko
wać ją  w r. 1871, razem  ze swoją własną pracą nad chemizmem ropy, 
w której podkreślił, że skontrolował w szystkie wyniki M i e s c h e r a ,  
potw ierdzając je całkowicie. Co więcej, w publikacji tej H o p p e-S e y 1 e r 
doniósł, że również w kom órkach drożdży znalazł on ciało w ybitnie przy
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[3] DZ IE JE  Z A G A D N IE N IA  K W ASÓ W  N U K L EIN O W Y C H 5

pominające nukleinę M i e s c h e r a .  Zresztą w tym  sam ym  czasie, w p ra 
cowni tybingeńskiej dr P 1 ó s z z Budapesztu badał jądra  erytrocytów , 
ptaków i węży, dochodząc do wniosków analogicznych z wnioskam i 
M i e s c h e r a .

W tym  czasie, gdy św iat naukowy dowiadywał się o egzystencji 
nukleiny, M i e s c h e r  pracow ał już w swej rodzinnej Bazylei jako pro
fesor fizjologii, następca słynnego embriologa i anatom a W ilhelm a H i s a. 
Tarła łososi w górnym  biegu Renu dostarczyły mu nowego obiektu do 
badań. Zdawano sobie już wówczas sprawę z tego, że główki plem ników 
odpowiadają jąd ru  kom órek i sperm a łososi, łatwo dostępna w Bazylei 
w porze godowej tych ryb, stała się m ateriałem , na k tórym  skupił uwagę 
M i e s c h e r .  W r. 1874 ogłosił doniesienie, z którego wynikało, że 
nukleina plemników łososi, bardzo zbliżona do nukleiny jąder leukocy
tów, jest solą jakiegoś kw asu z jakąś organiczną zasadą, nazw aną przez 
niego protam iną. Dla kwasu związanego z protam iną wprowadził 5 lat 
później A 11 m a n n nazwę — kwas nukleinowy.

Badając nukleinę ze sperm y łososia M i e s c h e r  zaobserwował b a r
dzo ważny fakt. P róbka tej substancji odparow ywana ze stężonym HNO3 
pozostawiała na parowniczce żółtą plamę, która po zwilżeniu am oniakiem  
przybierała barw ę fiołkową. Dodatni w ynik tej znanej od czasów 
W ó h l e r a  i L i e b i g a  próby m ureksydowej, charakterystycznej dla 
kwasu moczowego i jego pochodnych, skłonił M i e s c h e r a  do dal
szych dociekań. P i c c a r d, którem u M i e s c h e r  powierzył to  zagad
nienie, zidentyfikował istotnie w nukleinie M i e s c h e r a  znane już wów
czas związki — gw aninę i hipoksantynę. Mniej udane były dalsze wnioski, 
które wyciągał P  i c c a r  d ze swych badań twierdząc, że gwanina i hi- 
poksantyna są składnikam i protam iny, a nie związanego z nią kwasu.

W międzyczasie H o p p e-S e y 1 e r opuścił swą ciasną i niewygodną 
pracownię w Tybindze, obejm ując kierownictwo pierwszego w Niemczech 
insty tu tu  chemii fizjologicznej, w przem ianow anym  na niemiecki, byłym  
francuskim  uniw ersytecie w Strassburgu. Osoba kierow nika i doskonale 
wyposażony zakład ściągał z daleka żądnych wiedzy adeptów, wśród k tó
rych znalazł się przybyły w r. 1877 z Rostocka 24-letni A lbert K o s s e l .  
Młody K o s s e l  zajął się nukleiną, od razu pierwszym i publikacjam i 
skierował badania nad tym  związkiem na nowe tory  i kontynuując je 
przez przeszło 20 lat, naprzód w Berlinie, potem  w M arburgu, stw orzył 
podwaliny chemii kwasów nukleinowych.

Już w pierwszych swych doświadczeniach K o s s e l  potw ierdził w y 
niki P i c c a r d a ,  w ydzielając z nukleiny hipoksantynę i  gwaninę, w y
kazując równocześnie, że te związki, nazywane wówczas „zasadami allok- 
surow ym i“ pow stają z kwasu nukleinowego, a nie z białkowej kom po
nenty nukleiny. W r. 1885 odkrył Kossel adeninę i doszedł do wniosku,
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że związek ten jest w łaściwym  składnikiem  kw asu nukleinowego a  hi- 
poksantyna tylko w tórnie z niego powstającym  produktem . Gwaninę 
i adeninę potraktow ał jajko naj charakterystyczniej sze składniki kw asu 
nukleinowego, wyróżniające go z wszystkich białek i innych organicz
nych połączeń fosforu, z jakim i wówczas kwas nukleinow y często m ie
szano. Nawiązując do równocześnie rozw ijających się wspaniałych badań 
w zakresie organicznej syntezy, prowadzonych przez Em ila F i s c h e r a ,  
form ułującego pojęcie grupy związków „purynow ych (zamiast „alloksu- 
row ych“), K o s s e 1 wykazał istotną genezę kwasu moczowego w orga
nizmie ludzkim, rewolucjonizując pojęcia klinicystów w tej dziedzinie.

K o s s e 1 był tym, k tóry  pierwszy zwrócił uwagę na grasicę, jako 
na szczególnie dogodne źródło otrzym yw ania kwasu nukleinowego, za
pew niając w ten  sposób naszym pracowniom do dziś dnia możność ko
rzystania z względnie taniego produktu. W kilka la t później, w r. 1889 
A 11 m a n n opisał metodę otrzym yw ania kwasu nukleinowego z droż
dży, wprowadzając na długie dziesiątki la t do term inologii kwasów 
nukleinow ych odpowiednie nazwy dla dwóch typów tych związków — 
kw as grasicowy i kwas drożdżowy.

Na ostatni dziesiątek lat ubiegłego stulecia przypada odkrycie związ
ków  pirym idynow ych w kwasach nukleinowych. W r. 1893 opisał K o s -  
s e l  i N e u m a n n  w produktach rozkładu kwasów nukleinowych ty- 
m inę, w następnym  roku ci sami badacze zidentyfikow ali cytozynę, 
a wreszcie w r. 1900 w instytucie Kossela, A s c o 1 i opisał uracyl jako 
składnik kwasu nukleinowego drożdżowego.

W r. 1893 zauważył K o s s e 1, że w kwasie nukleinow ym  drodżo- 
w ym  znajduje się jakiś składnik przechodzący w fu rfu ra l lub w kwas 
lewulinowy, a więc że prawdopodobnie w skład tego kwasu nukleino
wego wchodzi jakiś cukier. S a l k o w s k i  na podstawie osazonu ziden
tyfikow ał ten  cukier w r. 1899 jako pentozę, ale dopiero w 10 lat później 
L e v e i n e  mógł stwierdzić, że ipentoza ta  jest rybazą. Natomiast kom 
ponenta cukrowcowa kwasu grasicowego czekała jeszcze długo na  iden
tyfikację, k tórą zawdzięczamy L e v e n  e’o w i dopiero w ostatnich la
tach przedwojennych.

A lbert K o s  s e l  otrzym ał w r. 1910 Nagrodę Nobla. Przyznano mu 
to najwyższe odznaczenie w ówczesnym świecie naukowym  nie za jego 
badania nad kwasami nukleinowym i, ale za jego badania nad struk tu rą  
protam inów. Dziś, gdy chemia białek szczyci się tak  fantastycznym i osiąg
nięciami, jak  w yjaśnienie długich łańcuchów peptydowych, dociekania 
K o s s e l a  nad protam inam i zdają się być raczej badaniam i biegnącymi 
na bocznym torze. Być może, że dzisiejsza chemia białek, gdyby z niej 
wykreślić prace Kossela, osiągnęłaby taki sam poziom, na jakim  się znaj
duje. Natom iast chemia kwasów nukleinow ych jest nie do pom yślenia bez
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[5] D Z IE JE  Z A G A D N IE N IA  K W A SÓ W  N U K L EIN O W Y C H 7

pionierskiego wkładu, jaki w iążem y z nazwiskiem tego badacza. Fakt 
ten  jest bardzo znamienny. L at tem u czterdzieści kilka każdy krok po
suw ający naprzód naszą wiedzę o białkach, uw ażany był za epokową 
zdobycz; najistotniejsze zagadnienia biochemiczne wiązano wówczas 
z problem em  stru k tu ry  białka. Kwasy nukleinow e znajdow ały się w tedy 
na uboczu głównego n u rtu  zainteresowań biochemików. Nie wiedziano 
jeszcze, co począć w in terpretacji chemizmu zjawisk życiowych z tym i 
związkami o nieokreślonej struk tu rze  a o jeszcze mniej w yraźnej pozy
cji biologicznej.

Początek XX stulecia stanowi koniec pierwszego okresu badań nad 
kwasam i nukleinowym i, uwieńczonego zidentyfikow aniem  poszczegól
nych składników tych związków. Przed nauką otworzyło się nowe zada
nie — powiązanie poszczególnych składników w struk turę  cząsteczki, w y
jaśnienie budowy samych kwasów nukleinowych. O ile okres pierwszy, 
do końca ubiegłego stulecia, jest w dziedzinie kwasów nukleinowych 
ściśle związany z nazwiskiem  A lberta  K o s s e 1 a, to okres następny, 
pierwsze dwudziestolecie bieżącego stulecia, jest okresem, którem u na
daje piętno Phoebus Aron L e v e n  e.

Ten pochodzący z Polski absolw ent wojenno-m edycznej akadem ii 
w Petersburgu, po krótkim  okresie pracy z Emilem F i s c h e r e m  
i A lbertem  K o s s e l e m  stw orzył ze swego laboratorium  w Nowym 
Jorku  na długie lata  główny ośrodek badań nad kwasami nukleinowym i. 
Punktem  wyjścia jego dociekań był otrzym any jeszcze w r. 1894 przez 
Olafa H a m m a r s t e n a  z trzustk i bydlęcej — kwas gwanilowy. L e v e -  
n e w yjaśnił zasadniczą budowę tego związku, dostrzegł analogię ze 
znanym  od czasu Liebiga, kwasem  inozynowym, wyosobnił z produktów  
rozkładu kwasu nukleinowego inne związki tego typu i sform ułował tak  
dziś dla nas podstawowe pojęcie nukleotydu i nukleozydu. Gdy nauczono 
się wydzielać nukleotydy z każdego kwasu nukleinowego i gdy rozliczne 
dane analiz przeprow adzanych w różnych pracow niach zgodnie przem a
w iały za egzystencją czterech różnych nukleotydów  w każdym  kwasie 
nukleinowym , tylko jeden krok dzielił od sform ułow ania hipotezy, w myśl 
której każdy kwas nukleinow y jest połączeniem czterech nukleotydów. 
Hipotezę tę postawił po raz pierwszy już w r. 1906 uczeń K o s s e 1 a, 
S t e u d e l ,  ale przyjęła się ona w całym świecie naukowym  głównie 
dzięki autorytetow i L e v e n e ’a i jego współpracowników, szczególnie 
J o n e s a ,  autorytetow i w spartem u na olbrzym iej ilości najróżnorod
niejszych analiz. Około roku 1920 poglądy były już ustalone — kwasy 
nukleinow e są tetranukleotydam i. Dalsze badania m iały na celu tylko w y
jaśnienie sposobów, w jaki wiążą się ze sobą poszczególne nukleotydy 
i kolejność, w jakiej są one ze sobą powiązane w cząsteczce kwasów 
nukleinowych.
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8 B . S K A R Ż Y Ń SK I [6]

Zaznaczyć należy, że wyjaśnienie s truk tu ry  nukleotydów, jak  i sfor
m ułowanie hipotezy tetranukleotydow ej umożliwione zostało dzięki zasto
sowaniu nowego typu m etod analitycznych, które z początkiem bieżą
cego stulecia dopiero zwolna zakorzeniały się w badaniach biochemicz
nych. Tym nowatorskim  krokiem  było w ykorzystanie swoiście działają
cych enzymów. Możność posługiwania się sokami traw iennym i lub w y
ciągami z tkanek, zaw ierającym i nukleinazy, nukleotydazy i nukleozy- 
dazy dostarczyła L e v e n e ’o w i  i innym  pracownikom  w tej dziedzinie 
sposobu rozkładania cząsteczek kwasów nukleinowych, k tóry  swą p re 
cyzją przewyższał w ielokrotnie b ru talne m etody hydrolizy przy pomocy 
kwasów lub zasad. Balastem  ciążącym na tych sposobach postępow ania 
była konieczność posługiwania się m ieszaninam i różnych enzymów, dzia
łającym i w sposób bardzo różnorodny. Dopiero, gdy w r. 1939 K u n i t  z 
uzyskał krystaliczną rybonukleinazę, a w 10 lat później krystaliczną 
dezoksyrybonukleinazę, oba te czyste enzymy stały się podstawowym  
orężem badaczy kwasów nukleinowych.

Oczywiście nie mogły ujść uwagi badaczy różnice zachodzące między 
kwasem nukleinow ym  drożdżowym i kwasem  nukleinowym  grasicowym. 
Stosunkowo szybko zorientowano się, że jedną z łatwo uchw ytnych cech 
odróżniających oba typy tych związków jest obecność tym iny w jednym  
z nich a uracylu  w drugim. Ponieważ już w r. 1902 O s b o r n e wydzie
lił z kiełków pszenicznych kwas nukleinowy, cechujący się własnościami 
analogicznymi do kwasu drożdżowego, fak t ten  doprowadził do pochop
nych uogólnień, które znalazły wyraz w tw ierdzeniu — że oba typy kw a
sów nukleinowych są charakterystycznym i składnikam i dwóch typów 
świata żywego. Równolegle z nazwami kwas nukleinow y grasicowy czyli 
tym onukleinow y i kwas nukleinow y drożdżowy czyli zymonukleinowy 
znajdowały zastosowanie nazwy — kwas nukleinow y zwierzęcy i kwas 
nukleinowy roślinny. Jakkolw iek niektórzy badacze podnosili zastrzeże
nia przeciwko tej klasyfikacji i jakkolw iek rozporządzano zbyt małym  
m ateriałem  doświadczalnym, aby móc przypisywać przynależność kwasu 
nukleinowego grasicowego wyłącznie do tkanek zwierzęcych, nazw y te 
utrzym yw ały się jeszcze do niedaw na, ciążąc niekorzystnie na dyskusjach
o charakterze biologicznym, które m usiały wciągać kwas nukleinow y w  za
kres tych rozważań.

Z chwilą, gdy stru k tu ra  obu typów  kwasów nukleinowych zdawała się 
być w ogólnych zarysach w yjaśniona i gdy hipoteza tetranukleotydow a 
tłum aczyła najw ażniejsze wyniki doświadczeń, badania w tym  zakresie 
zacieśniły się do szczegółowych dociekań bardzo cennych, ale nie powo
dujących zasadniczych zmian w ustalających się poglądach. W dalszym 
ciągu badania te  koncentrow ały się w pracow ni L e v e n e’a w Nowym 
Jorku, w której badacze różnej narodowości dorzucali ze swej stnony ce
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giełki do gm achu naszej wiedzy o kwasach nukleinowych i ich składo
wych nukleotydach. Nie pozostały n a  uboczu w tym  zakresie badania 
nauki polskiej, znajdującej reprezentan ta  tego kierunku w osobie 
prof. D m o c h o w s k i e g o ,  z którego nazwiskiem  związane są ważne 
osiągnięcia dotyczące kwasu adenilowego.

Na ogół jednak  zainteresowania badaczy zwróciły się w innym  kie
runku, z chwilą gdy zidentyfikowano w tkankach związki, których struk 
tu ra  odpowiadała schematowi budowy nukleotydów  uprzednio wydzie
lonych z kwasów nukleinowych. Tzw. kwas adenilowy mięśniowy, czyli 
adenozyno-5-jednofoisforowy, a szczególnie kwas adenozynotrójfosforo
wy odkryty w r. 1928 przez L o h m a n n a ,  skupiły na sobie uwagę 
wszystkich biochemików. W krótce okazało się, że nukleotydy te odgry
w ają doniosłą rolę w m etabolizmie żywego ustroju. W spółudział tycn 
nukleotydów w glikolizie mięśniowej i w ferm entacji drożdżowej stał 
się tem atem  setek prac doświadczalnych, które ostatecznie doprowadziły 
do przyznania kwasowi adenozynotrój fosforowemu przez L i p  m a n n a  
centralnej pozycji w procesach gromadzenia i przetw arzania energii w ży
wych ustrojach. Dziś możemy patrzeć z dum ą na ten okres badań nad 
nukleotydam i, gdyż właśnie nauka polska, prof. Jakub P a r n a s  we 
Lwowie i najbliżsi jego współpracownicy, K l i m e k ,  Paw sł O s t e r n, 
Tadeusz B a r a n o w s k i ,  Tadeusz K o r z y b s k i ,  W anda M e i b a u m 
byli tymi, k tórzy  stworzyli podstawy naszej wiedzy o biologicznej roli nu 
kleotydów adenilowych i opracowali zasadnicze m etody badawcze w tej 
dziedzinie.

Jeszcze inny ośrodek badawczy w Polsce poniósł w okresie międzywo
jennym  wielkie zasługi w dziedzinie, może jiie tyle biochemii samych 
kwasów nukleinowych, co zasad purynowych. Pracow nia prof. P r z y -  
ł ę c k i e g o  w W arszawie przeprowadziła szeroko zakrojone badania nad 
rozkładem  zasad purynow ych w organizmach zwierzęcych, w ypełniając 
swoimi osiągnięciami nowy i ważny rozdział biochemii porównawczej.

W okresie m iędzyw ojennym  narastał szybko zasób oderw anych fak
tów doświadczalnych, wzbogacający naszą wiedzę o chemii i biologii kw a
sów nukleinowych, ale brak  było prób szerszych uogólnień, brak nowych 
podstaw owych faktów, które by ten  dział chemii fizjologicznej kierowały 
na nowe tory. Jednym  spośród szczególnie cennych osiągnięć była barw na 
reakcja na kw as nukleinow y grasico wy, opisana w roku 1924 przez F e u l -  
g e n a, k tó ra  w swej histochemicznej m odyfikacji odgrywa do dzisiej
szego dnia doniosłą rolę we wszelkich dociekaniach zm ierzających do 
lokalizacji kwasów nukleinowych w komórce. W łaśnie zastosowanie tej 
reakcji F e u l g e n a  przez B e h r e n s a  oraz przez Kii ż e l a  (i B i e -  
ł o z i e r s k i e g o  podważyło po raz pierwszy słuszność podziału kwasów 
nukleinow ych na grasicowy-zwierzęcy i drożdżowy-roślinny. Analogiczne
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wątpliwości nasunęły również badania J o r p e s a  w pracow ni H a m- 
m a r s t e n a  w Sztokholmie, k tórych w ynikiem  było wyosobnienie 
z trzustki zwierzęcej kwasu nukleinowego, zawierającego uracyl, a więc 
składnik uważany do owych czasów za znam ienną cechę kwasu nukleino
wego roślinnego. Na ogół jednak  odkrywcze badania tego typu nie w zbu
dziły żywszego zainteresow ania w świecie naukowym , chemia kwasów 
nukleinowych zdawała się być skodyfikowaną w tetranukleotydow ej hipo
tezie s truk tu ry  tych związków, niezbyt płodnej i ograniczającej rozm ach 
koncepcji naukowych.

O statnie lata  przedw ojenne przyniosły jednak w zakresie chemii kw a
sów nukleinow ych pew ne nowe odkrycia, k tóre — co praw da — początko
wo nie znalazły należytego oddźwięku wśród szerszych rzesz badaczy, ale 
wreszcie z czasem zrewolucjonizowały nasze poglądy na budowę i rolę 
biologiczną tych substancji, otw ierając czw arty i ostatni okres badań, 
w których pełni w chw ili obecnej znajdujem y się. Ojczyzną tych prze
łomowych dociekań była Szwecja, pracow nia im iennika znakomitego Olafa 
Ham m arstena, Einara H a m m a r s t e n a .  H a m m a r s t e n  stwierdził, 
że przy zastosowaniu łagodnych zabiegów zmierzających do wyosobnie
nia kwasu nukleinowego z grasicy, przy wyelim inow aniu wszelkich d ra 
stycznych czynników mogących modyfikować pierw otną struk tu rę  rodzi
mego kwasu nukleinowego, uzyskuje się p repara ty  cechujące się odm ien
nym i własnościami fizycznymi od tych, jak ie  okazują produkty  otrzym ane 
m etodami klasycznymi. Roztwory uzyskanego w ten sposób kwasu nuklei
nowego grasicowego okazują własności roztworów ciał wielkocząsteczko
wych. Szczęśliwy zbieg okoliczności, polegający na tym, że jedyny w owym 
czasie ośrodek, w pełni dysponujący tak cenną dla badań związków w iel
kocząsteczkowych m etodą ultraw irow ania, znajdow ał się zaledwie w od
ległości 60 km  od Sztokholmu, w  Upsali, pozwolił na dokładne przebada
nie uzyskanych m etodą H a m m a r s t e n a  kwasów nukleinowych. Oka
zało się, że istotnie kwas nukleinow y grasicowy, wyosobniony z zacho
waniem  wszelkich środków ostrożności, jest związkiem wielkocząsteczko
wym cechującym  się masą cząsteczkową w rzędzie wielkości setek tysięcy 
lub naw et milionów, a więc, że nie jest czteronukleotydem , ale że musi 
być zbudowany z setek lub naw et tysięcy pojedynczych nukleotydów. 
Do podobnych wyników, jakkolw iek nie zawsze zgodnych ze sobą, dopro
wadziły badania kwasu nukleinowego drożdżowego. Fakt, że kwasy nu
kleinowe są polinukleotydam i nie od razu został p rzy jęty  z uznaniem  przez 
wszystkich zainteresow anych badaczy. Zwolna jednak gromadziło się co
raz więcej dowodów, przem aw iających za takim  ujęciem  budowy cząstecz
ki kwasów nukleinowych, co z kolei zmuszało do gruntow nej rew izji pojęć 
w zakresie zagadnień biologicznych. O ile hipoteza tetranukleotydow a 
dopuszczała teoretycznie możliwość egzystencji zaledwie kilkunastu  od
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mian kwasu nukleinowego, koncepcja polinukleotydowa zakładała teore
tycznie możliwość egzystencji liczby odm ian kwasów nukleinowych, w y
rażającej się astronom icznym i cyframi. Można było już myśleć o kwasach 
nukleinowych cechujących się swoistością gatunkową, co więcej, o kw a
sach nukleinowych właściwych każdej odm iennej tkance jednego i tego 
samego gatunku. Istotnie, w ysubtelnienie m etod badawczych, a szczegól
nie zastosowanie analizy chrom atograficznej dostarcza coraz to więcej 
dowodów przem aw iających za słusznością tego rodząju wniosków. Spra
wy tej jednak poruszać już nie będę, gdyż dotyczy ona najbardziej ak tual
nej teraźniejszości badań nad kwasam i nukleinowym i, której przecież 
poświęcone jest całe nasze Sympozjum.

W tej samej pracow ni H a m m a r s t e n a  w Sztokholmie — 26-letni 
jego asystent, Torbjorn C a s p e r s s o n ,  przystępując do swej dyserta
cji doktorskiej opracował w roku 1936 fizykochem iczną ultram ikrom etodę 
pozwalającą na dokładne zlokalizowanie w  pojedynczych kom órkach obu 
odmian kwasów nukleinowych. Opierając się n a  dawnych doświadczeniach 
M a r c h l e w s k i e g o  i W i e r z u c h o w s k i e j ,  z których wynikało, 
że zasady purynow e i pirym idynow e swoiście absorbują światło pozafioł- 
kowe o długości fali 263 mu, C a s p e r s s o n  zastosował metodę m ikro
fotografii niebarw ionych preparatów  histologicznych w jednobarw nym  
świetle pozafiołkowym  o tej w łaśnie długości fali. Postępując w ten  spo
sób, C a s p e r s s o n  otrzym yw ał na płycie fotograficznej obraz prepa
ratu  histologicznego, w k tórym  wszystkie m iejsca kom órki zawierające 
jedną z dwu odmian kwasów nukleinow ych zaznaczały się wyraźnie w od
powiedni sposób. Uzupełniając tę m ikrofotograficzną metodę barw ieniem  
m etodą Feulgena, mógł C a s p e r s s o n  określić, które m iejsca w  ko
mórce zajęte są przez kwas nukleinow y grasicowy, a które zaś przez 
kwas nukleinow y drożdżowy. Ta histochem iczna m etoda doprowadziła 
od razu do zasadniczych, pod pewnym  względem  rew elacyjnych, w yni
ków. Okazało się, że w ystępow anie kwasu nukleinowego grasicowego ogra
niczone jest wyłącznie do jąd ra  komórkowego, niezależnie od tego, czy ją
dro należy do kom órki roślinnej, czy zwierzęcej. Okazało się również, 
że wszystkie kom órki, zarów no roślinne jak  i zwierzęce zaw ierają kwas 
nukleinow y drożdżowy, ale rozmieszczony przede wszystkim  w cyto- 
plazmie komórki. W yniki te, będące uzupełnieniem  dawniejszych juz ba
dań B e h r e n s a  i B i e ł o z i e r s k i e g o ,  o k tórych była poprzednio 
mowa, wykazały w całej pełni b rak  wszelkiego uzasadnienia dla podziału 
kwasów nukleinow ych na roślinne i zwierzęce, doprowadzając do wniosku, 
że oba typy kw asu nukleinow ego w ystępują  w każdej komórce, różna jest 
tylko ich lokalizacja. Dalszą konsekw encją tych odkryć była nowa no
m enklatura kwasów nukleinowych, k tóra powoli i z trudem  lecz ostatecz
nie zwycięsko u trw aliła  się w  term inologii biochemicznej, biorąc jako
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punkt wyjścia kom ponentę cukrową, odróżniającą obie odm iany kwasów 
nukleinowych. Mówimy dziś o kwasie rybonukleinow ym  i dezoksyrybo
nukleinowym , zam iast jak  dawniej, o kwasie nukleinow ym  drożdżowym 
czyli roślinnym  i grasicowym, czyli zwierzęcym. Zaznaczyć przy tym  n a 
leży, że niektórzy badacze są na ty le ostrożni, iż nie w ykluczają możliwości 
odkrycia w przyszłości jeszcze innych pentoz, jako składników kwasów 
nukleinowych, mówią więc przezornie o kwasach pentozonukleinowych 
i dezoksypentozonukleinowych.

Metoda C a s p e r s s o n a  doprowadziła do dalszych, jeszcze b a r
dziej ogólnych wniosków. Na podstawie badań nad rozmieszczeniem kw a
sów nukleinowych i nad ilością tych związków w kom órkach wolno i szyb
ko rosnących oraz w kom órkach gruczołowych produkujących białkową 
wydzielinę i kom órkach znajdujących się w spoczynku, C a s p e r s s o n  
wysnuł tezę, która do dziś dnia zwycięsko u trzym uje się w nauce o kw a
sach nukleinowych. Doszedł on do wniosku, że istnieje ścisła zależność 
między syntezą białka w komórce, a ilością kwasu nukleinowego. W myśl 
tych poglądów kwasy nukleinowe pozostają w najściślejszej łączności 
z procesem syntezy białka. Obecność ich jest w arunkiem  dla przebiegu tej 
syntezy, a więc — co za tym  idzie — dla wzrostu i rozm nażania się komó
rek. Synteza białek stanow iących tworzywo jądra  jest uw arunkow ana obec
nością kwasu dezoksyrybonukleinowego, synteza białek cytoplazm atycz- 
nych zależy od obecności kwasu rybonukleinowego. Zaznaczyć należy, że 
C a s p e r s s o n  posunął się w swych wnioskach może naw et za daleko 
i że usiłował na podstawie swej m etody snuć hipotezy o m echanizm ie bio
logicznej syntezy białek. Wnioski te nie utrzym ały się, jak  również p ier
w otny zachw yt nad jego trudną i zawiłą m etodą osłabł znacznie. Wiemy 
dziś, że zasięg tej m etody posiada granice, które skutecznie mogą prze
kroczyć w ysubtelnione metody analityczne oparte na czysto chemicznych 
przesłankach. Pracow nia C a s p e r s s o n a ,  stworzony specjalnie dla 
niego zakład biofizyki Insty tu tu  Noblowskiego w Sztokholmie, przestała 
być wyrocznią w zakresie biochemii i biologii kwasów nukleinowych. Nie
m niej etap obecny rozwoju badań nad kwasam i nukleinow ym i m usi trak 
tować C a s p e r s s o n a  jako jednego ze swych pionierów. Zaznaczyć 
również należy, że wnioski C a s p e r s s o n a  w ogólnych zarysach zo
stały całkowicie poparte przez badania B r a c h e t a  w Brukseli i D a- 
v i d s o n a  w Londynie, którzy dociekania nad lokalizacją obu typów 
kwasów nukleinowych w komórce przeprowadzili przy zastosowaniu pro
stszych metod enzymologicznych, czy też metod opartych na klasycznej 
technice mikrochemii.

Ścisła łączność m iędzy kwasam i nukleinowym i a tak  elem entarnym  
zjawiskiem  jak  synteza białka i  wzrost oraz podział kom órki uw ydatniła 
się jeszcze bardziej w m iarę postępu badań nad wirusam i. Dziś wiemy, że
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w skład wszystkich wirusów, naw et najprostszych wirusów roślinnych, 
wchodzi oprócz białka jeszcze kwas nukleinowy. Bez względu na to jak  
będziemy się zapatryw ać na istotę wirusów i na ich pozycję w linii ewo
lucyjnej żywej m aterii, nukleoproteidow y charakter tych tworów uw y
datnia w całej pełni zasadniczą rolę biologiczną związków będących przed
m iotem  naszego Sympozjum.

Ziarno rzucone przez F ryderyka M i e s c h e r a  kiełkowało długo, ale 
dziś daje plony przebogate. Przew idyw ania jakie wiązał ten  młody badacz 
z odkrytym i przez siebie ciałam i spełniają się całkowicie. Kwasy nuklei
nowe stają się obiektem  zainteresow ań wszystkich gałęzi nauk o przyro
dzie żywej i poddawane są badaniu z najróżnorodniejszego punktu  widze
nia. Fakt ten w pewnej m ierze nastra ja jący  optymistycznie, k ry je  w so
bie również poważne niebezpieczeństwo. Problem  biologii i biochemii 
kwasów nukleinowych jest szczególnie trudnym  i zawiłym  i atakow anie 
tego problem u wym aga bardzo gruntow nego metodycznego i teoretyczne
go przygotowania. Niestety, narastająca powódź publikacji w tej dziedzinie, 
z których znaczna część okazuje się zupełnie bezwartościowa, budzi po
w ażny niepokój. N asuwają się na  m yśl słowa wypowiedziane przed 60-ciu 
laty  przez naszego wielkiego Marcelego N e n c k i e g o  w związku z ów
czesnymi badaniam i nad barw nikiem  krwi: „Zagadnienia, przed którym i 
cofa się gruntow nie przygotow any i doświadczony chemik, są z naiw ną 
ufnością atakow ane przez grom ady adeptów m edycyny, k tórym  brak  naj- 
elem entarniejszych, niezbędnych do tego rodzaju badań podstaw “. Dla
tego jestem  przekonany, że dwudniowe nasze Sympozjum, przedstaw iając 
choćby tylko częściowo zawiłość problem atyki kwasów nukleinowych, 
wprowadzi pewien porządek w zakresie panujących jeszcze dosyć po
wszechnie chaotycznych pojęć i nada badaniom  w tej dziedzinie u nas 
określony kierunek zgodny z naszym i możliwościami.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM II 1956 ZESZY T 1

BRONISŁAW FILIPOWICZ

Budowa kwasów nukleinowych

W latach siedem dziesiątych zeszłego stulecia, w pracowni H o p p e- 
- S e y l e r a  w Tybindze pracow ał młody biochemik — Fryderyk  M i e 
ś ć  h e r, in teresujący się zagadnieniem  budowy i składu chemicznego ją 
dra komórkowego. W tym  celu M i e s c h e r  traw ił pepsyną ropę z ban
daży chirurgicznych, aby usunąć m ateriał cytoplazm atyczny. Z niestra- 
wionej pozostałości w yodrębnił M i s c h e r  substancję, którą, dla pod
kreślenia jej jądrowego pochodzenia nazwał nukleiną. (206)

N ukleina okazała się substancją złożoną, zbudowaną z zasadowego biał
ka o niewielkiej masie cząsteczkowej oraz z drugiego, niebiałkowego 
składnika, posiadającego właściwości wielozasadowego kwasu o znacznej 
zawartości fosforu.

W owym czasie jedynym  znanym  organicznym  składnikiem  tkanki, za
wierającym  fosfor, była lecytyna. W yizolowanie drugiego, bogatego w fos
for, składnika wywołało zrozum iałe zainteresowanie. Szczególnie pracą 
M i e s c h e r a  zainteresował się H o p p e  - S e y l e r  i polecił swoim 
współpracownikom sprawdzić spostrzeżenia M i e s c h e r a  na innym  
m ateriale.

W latach 1869—71 wyizolowano nukleinę z kom órek zwierzęcych, z ka
zeiny, z żółtka jaja, z kom órek drożdżowych (220, 196, 119, 207).

Białkowy składnik nukleiny został nazw any przez M i e s c h e r a  (208) 
protam iną. Badaniem  tego składnika zajęto się później w  pracow niach 
K o s s e l a  i F i s c h e r a .

Drugi, niebiałkow y składnik został wyizolowany w czystej postaci do
piero w dwadzieścia lat później przez A l t m a n n a  (4) i nazwany przez 
niego kwasem  nukleinowym . A 1 1 m  a n n  swój czysty pozbawiony biał
ka, kwas nukleinowy wyizolował z grasicy, z żółtka jaja, z plem ników ło
sosia i z drożdży. Nie stw ierdził on żadnych różnic w tych, otrzym anych 
z różnego m ateriału, kwasach nukleinowych.

Okazało się później, że kw asy nukleinowe tkanki zwierzęcej, a szcze
gólnie związki wyizolowane z, grasicy, różnią się w  swoich właściwościach

[15]
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16 B . FILIPO W IC Z [2]

od kwasów nukleinow ych wyizolowanych z drożdży. S tąd  geneza pierw sze
go podziału kwasów nukleinowych na:

I — zwierzęce lub tym onukleinowe (grasicowe),
II — roślinne lub drożdżowe, 

gdyż m ateriał wyizolowany z tkanek roślinnych posiadał właściwości kw a
su nukleinowego drożdżowego.

Badania składu chemicznego kwasów nukleinow ych i pierwsze prace 
na ten tem at związane są z nazwiskam i M i e s c h e r a ,  K o s s e l a ,  
H a m m a r s t e n a ,  L e v e n  e’ a. Jeszcze w zeszłym stuleciu H a m -  
m a r  s t e n  (107) podaje, że rozpad nukleiny daje między innym i tzw. 
„ciała ksantynow e“. Związki te przebadał później i opisał Emil F i s c h e r  
(87, 93, 95) i u jął wspólną nazwą „ciała purynow e“, (Purinkörper od purum  
i uricum), gdyż w każdym  z tych związków w ystępuje dw upierścieniowy 
układ purynow y o następującej struk tu rze (rys. 1):

Często, dla większej przejrzystości wzoru, nie w pisuje się do pierście
nia purynowego węgli i związanych z nim i wodorów (rys. 2).

Puryna jest jakby  produktem  kondensacji pierścienia pirym idynow e
go (rys. 3) i imidazolowego (rys. 4).

Puryny

H

H

Rys. 2. Puryna.

H

Rys. 4. Im i
dazol.

CH

Rys. 1. Rys. 3. P irym i
dyna.

Rys. 5. 
Alloksan.

Rys. 6. 
Mocznik.

Rys. 7. K w as m o
czowy.

W całkowicie utlenionym  pierścieniu purynow ym  można również do
patrzeć się pierścienia alloksanowego (rys. 5) oraz mocznika (rys. 6).
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[3] B U D O W A  K W ASÓ W  N U K L EIN O W Y C H 17

Dlatego też K o s s e l  i K r u g e r  (145) zaproponowali dla om awia
nych związków nazwę: „zasady alloksurow e“ (Alloxurbasen), lecz nazwa 
ta nie zyskała praw a obywatelstwa.

Pew ne związki o budowie purynow ej były już znane od dawna. 
S c h e e l e  w roku 1774 znajduje w moczu kwas moczowy, który, jak  
się później okazało, jest 2,6,8-trójoksypuryną (rys. 7). Związek ten  został 
znacznie później otrzym any syntetycznie z mocznika i glikokolu (120), 
a także z kwasu izodialurowego i mocznika (19).

H ipoksantyna (6-hydroksypuryna) już w roku 1850 znaleziona została 
przez S c h e r e r a  (223) w m ięśniu sercowym. Znaleziono ją  również 
w niew ielkich ilościach w moczu (222). Syntezy tego związku dokonał po 
raz pierwszy F i s c h e r  (88) z trójchloropuryny, przeprowadzając ten 
związek w środowisku alkalicznym  w 6-oksy-2 ,8-dwuchloropuirynę, a na
stępnie, po podziałaniu jodowodorem, na hipoksantynę.

K santyna (2,6-dw uhydroksypuryna) również znajduje się w niew iel
kich ilościach w moczu, skąd wyizolowano ją  po raz pierwszy w postaci 
czystego związku (149). Znacznie wcześniej znaleziono ją w kam ieniach 
moczowych (198). Syntetycznie została otrzym ana ksantyna przez F i 
s c h e r a  (89, 92) z tró jchloropuryny, po zastosowaniu podobnych zabie
gów, jak  przy otrzym yw aniu hipoksantyny.

G uaninę (2-am ino-6-hydroksypurynę) znaleziono w roku 1844 w gua- 
no (255). Znaleziono ją  również w m ięśniach i staw ach chorych świń (256). 
W roku 1897 F i s c h e r  przeprowadza syntezę tego związku (90). H o r 
b a c z e w s k i  był pierwszym, którem u udało się otrzym ać ksantynę 
i guaninę w postaci krystalicznej (121).

A deninę (6-am inopurynę) po raz pierwszy izoluje K o s s e l  z trzu 
stki (140), a jednocześnie znajduje ją  także w hydrolizacie nukleiny droż- 
dżowej (141). W ystępuje ona również w niew ielkich ilościach w moczu 
(150). Synteza tego związku została przeprowadzona przez F i s c h e r a  
(91), a produktem  wyjściowym  była trójchloropuryna, którą ogrzewał 
z am oniakiem  i przeprow adził w 6-am ino-2,8-dwuchloropurynę. Związek 
ten, po podziałaniu jodowodorem, przeszedł w adeninę. W tymże czasie uda
je się K r u g e r o w i  (147) przeprowadzić adeninę w hipoksantynę przez 
podziałanie azotanem  sodowym na roztwór adeniny w rozcieńczonym 
H2SO4 . P róbuje on także ustalić wzór obu tych zasad (148). Nad enzym a
tycznym i procesami przejścia adeniny i guaniny w kwas moczowy p ra 
cuje w  następnych latach S c h i t t e n h e l m  (225, 240).

Z innych pochodnych purynowych, znalezionych w przyrodzie, należy 
wspomnieć, że skarm iając zwierzęta znaczną ilością adeniny, stw ierdzo
no odkładanie się w nerkach krystalicznego osadu 2 ,8-dw uhydro- 
ksyadeniny. Podobny efek t uzyskuje się, podając bądź 2-hydroksyade- 
n inę (izoguaninę), bądź 8-hydroksyadeninę (21). Donoszono również o wy-

2 P o s tę p y  B io c h e m ii
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18 B. FIL IPO W IC Z [4]

NH

izolowaniu izoguaniny z m ateriału  roślinnego (56, 57) i zwierzęcego (44), 
lecz późniejsze badania nie potw ierdziły tych odkryć.

Ostatnio w grzybie Agaricus nebularis znaleziono (36) związek 
nazwany nebularyną (nebularine). Analiza w ykazała (195), że związek 
ten złożony jest z puryny i rybozy. Porównano ten związek z syntetycznie

otrzym aną 9-/?-D-rybofuranozy- 
lopuryną i okazało się, że są to 
identyczne związki (43). Jest 
to jedyny przypadek znalezie
nia w przyrodzie pierścienia pu- 
rynowego bez podstawników.

Z om awianych wyżej zasad 
purynow ych w kwasach nuklei
nowych znaleziono tylko ade

ninę (rys. 8) i guaninę (rys. 9). Hipoksantyna, ksantyna, kwas moczowy 
są to produkty  przem ian tych dwóch zasad. W roku bieżącym doniesiono 
również o wyizolowaniu z B. coli KDN, który w swoim składzie zawiera 
6-m etyloam inopurynę (75).

H,N

Rys. 8. Adenina. Rys. 9. Guanina.

Pirymidyny

W hydrolizatach kwasów nukleinow ych już w zeszłym stuleciu znalezio
no trzy  pochodne pirym idyny (rys. 10 i 11): cytozynę (rys. 12), uracyl 
(rys. 13) i tyrninę (rys. 14).

H

CH
II
CH

Rys. 10. 
Pirym idyna

n h 2

I

Oil

J
~\

-

O
li

H N ^ N - C H j

° \ s
J

H
II
O H

Rys. 11. 
Pirym idyna.

Rys. 12. 
Cytozyna.

Rys. 13. 
Uracyl.

Rys. 14. 
Tym ina

Cytozyna (6-amlno-2-oksyipirymidyna) została po raz pierwszy o trzy
m ana w roku 1894 z hydrolizatu kw asu tymonukleinowego (143), a  w kil
ka lat później ustalono budowę tego związku (146). W tymże czasie wyko
nano również syntezę cytozyny (266).

Uracyl (2,6-dwuoksypirymidyna) otrzym any został po raz pierwszy 
w roku 1900 (8) z kwasu nukleinowego drożdżowego. W krótce potem 
przeprowadzono jego syntezę przez kondensację kwasu akrylowego 
z mocznikiem (94).
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Tyminę (5-metylouracyl) otrzym ali K a s s e l  i N e u m a n n  (142, 
144) z kwasu tymonukleinowego grasicy i  śledziony. Syntezę wykonano 
w pracowni F i s c h e r a  z mocznika i kwasu m etakrylowego przez ogrze
wanie roztworu tych związków w temp. 210—220°. Pow stały 5-metylo- 
hydroksyuracyl, podgrzany do 100° w lodowatym  kwasie octowym, w  o- 
becności bromu przechodzi w tyminę. Należy wspomnieć, że związek ten 
w ystępuje wyłącznie w kwasie tym onukleinowym , uracyl — w kwasie 
nukleinowym  typu drożdżowego, gdy obecność cytozyny stwierdzono 
w obu rodzajach kwasów.

W ostatnich latach stwierdzono występowanie w świecie organicznym  
jeszcze dwu pochodnych pirym idynow ych. Pierw sza z nich to 5-metylocy- 
tozyna (rys. 15), sygnalizowana przez H o t c h k i s s a  (122), a znalezio
na w  roku 1950 przez W y a 11 a (169, 270, 271) i  następnie przez C o- 
h e n a (60) w różnym  m ateriale zwierzęcym  i roślinnym  (grasica cielęca, 
śledziona wołowa, szpik kostny szczurów, plem niki baranie, plem niki ryb,

Rys. 15. 5-m etylo- Rys. 16. 5-hydroksy- Rys. 17. K w as
cytozyna, m etylocytozyna. orotowy.

kiełki pszenicy, szarańcza). Nie udało się natom iast potwierdzić doniesie
nia J o h n s o n a  i C o g h i i l l a  (123), że związek ten w ystępuje w kw a
sie nukleinowym  wyizolowanym z Mycobacterium tuberculosis. D ru
ga — to 5-hydroksym etylocytozyna (rys. 16), wyizolowana w dwa lata 
później z kwasu nukleinowego bakteriofaga (272).

Dotychczas żadnej z omówionych pochodnych pirym idynow ych w przy
rodzie w stanie wolnym nie znaleziono.

Na zakończenie rozdziału o pirym idynach należy wspom nieć o kwasie 
orotowym (rys. 17), k tóry  jest dobrym  prekursorem  zasad pirym idyno
wych. Po wprowadzeniu znaczonego 1 ’N kwasu orotowego do ustrojów 
zwierzęcych, izotop azotu znaleziony został przez wielu autorów  (7, 23, 
264, 265) w pierścieniu pirym idynow ym  ii to zarówno w uracylu jak 
i w cytozynie. Zaledwie ślady 1 ;,N znaleziono w pierścieniu purynowym .

Związek ten  znany już był w roku 1904 (26) jako składnik mleka. Zo
stał nazwany kwasem  orotowym  od greckiej nazwy oros — serw atka. Bu
dowa tego związku została ustalona dopiero w roku 1930 (11). Jest to 
kwas 2,6-dwuhydroksy-4-pirym idynokarboksylowy.
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Cukry

W hydrolizatach KN, obok wspomnianych wyżej zasad purynow ych 
i pirym idynowych, znaleziono również cukry i kwas ortofosforowy.

Olaf H a m m e r s t e n  badając osazony tych węglowodanów, doszedł 
do wniosku, że są to pentozy. Kolejno m ylnie identyfikow ano te pentozy 
jako; d-ksylozę (210, 211, 212), d,Z-arabinozę (18), d-liksozę (113, 114).

Przypuszczenie że cukier w ystępujący w KN typu drożdżowego, jest 
to D^ryboza, wysunęli po raz pierwszy w  roku 1 9 1 9 L e v e n e  i jego współ
pracownicy (162, 163), po wyizolowaniu 'tej pentozy, przeprowadzeniu jej 
w postać krystaliczną i po przebadaniu właściwości otrzym anego związku 
(punkty topnienia badanej pentozy oraz jej fenylo- i p-bromofenyloosazo- 
nu, benzylofenylohydrazonu, ką t skręcania płaszczyzny polaryzacji). W y
stępowanie D-rybozy w KN typu drożdżowego zostało później po tw ier
dzone przez wielu innych badaczy (77, 47, 48, 49, 131, 240, 193, 226).

Niżej podane są wzory D-rybozy, odmiany okso- (rys. 18) i odm iany 
cyklicznej furanozowej wg T o l l e n s a  (rys. 19) i H a w o r t h a  
(rys. 20).

h - c Ł o

I,
H -  C - O H  

H - C - O H  

H - C - O H

I,
C H 2O H

Rys. 18. 
D (-)-Ryboza.

HO-C-H
I

H -C - O H
I

H - C - O H
I

H - C ---------

O

CH2OH

Rys. 19. /?-D- 
-Rybofuranoza.

Rys. 20. /9-D-Rybofura- 
noza.

W kwasie nukleinowym  grasicowym stwierdzono występowanie inne
go cukru niż w kwasie drożdżowym. Początkowo przypuszczano, że jest to 
heksoza, gdyż w kwaśnych hydrolizatach KN grasicowego znajdowano 
kwas lewulinowy (CH3COCH2CH2COOH), który pow staje również po 
zagotowaniu heksoz z kwasem solnym.

Pierw szy F e u 1 g e n zwrócił uwagę na odmienne właściwości tego 
cukru (84, 85). Dopiero jednak w latach 1929—30 współpracownicy L e v e -  
n e ’ a (173, 175, 176) udowodnili, że cukier, w ystępujący w KN typu grasi
cowego, jest to 2-dezoksy-D-ryboza (ryboza pozbawiona tlenu przy w ę
glu 2). W parę lat później K l e i n  (136) wyizolował większą (ilość tego cu
kru  i dokładnie przebadał jego właściwości fizyczne i chemiczne. Te w ykry
cia spowodowały, że kwasy nukleinowe typu drożdżowego zaczęto nazywać
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„kwasami rybonukleinow ym i“ (KRN), a kwasy graaicowe — „dezoksyry
bonukleinowym i“ (KDN).

Trzeba jednak nadmienić, że większość prób, m ających na celu stw ier
dzenie identyczności om awianych cukrów w KN, opierano przede wszyst
kim na ich reakcjach barw nych. Okazało slię, że reakcje te  nie są specy
ficzne. Tak np. barw ną reakcję z orycyną dają obok rybozy także inne 
pentozy. Podobnie barw ny związek z dw ufenyloam iną dają wszystkie 
2-dezoksypentozy (218, 219) i, jak  ostat
nio stwierdzono, także 3-dezoksypento- 
zy (1). Zaproponowano przeto (258), 
aby nazwy om awianych kwasów zastą
pić term inam i: „kwas pentozo- i de- 
zoksypentozonukleinowy” i ten projekt 
zyskał dość dużo zwolenników.

W pracowni G u l i  a n d  a (15, 16) 
udało się jednak stw ierdzić, że cukier 
w ystępujący w KRN drożdżowym to 
D(—i)-ryboza. Cukier ten  po wyizolo
waniu przeprowadzono w odpowiedni 
kwas aldonowy (rys. 21), a ten, po skondensowaniu z o-fenylenodwuaminą, 
dał odpowiedni benzimidazol, k tóry  zidentyfikowano jako D-rybobenzi- 
midazol (rys. 22).

H OH
\  /

C--------
I

H - C - O H

I
H -C -O H  

H - C ---------
I
CH )OH

O

COOH
I

H -C - O H
I

H - C - O H
I

H - C - O H
I

c h 2o h

Rys. 21. D-Ryboza. Kw. D -rybonow y.

COOH

H - C - O H
I .

+ H - C - O H
I

H - C - O H

H H H

c - c - c - c - c h 2o h

OH I OH 
OH

CH2OH

Rys. 22. o-F enylenodw uam ina. D -Rybobenzim idazol.

W następnych latach w pracowni C h a r g a f f a  (259, 260) przebada
no chrom atograficznie cukry  KRN: trzustki, wątroby, pałeczki gruźlicy, 
w irusa choroby mozaikowej, w irusa żółtej rzepy i swierdzono, że cukry te 
są identyczne z rybozą, znalezioną w KRN drożdżowym. W tymże czasie 
D a v i d s o n  i W a y m o u t h  znaleźli D-rybozę z KRN, wyizolowa
nym  z w ątroby (67), a S c h w e r d t  i L o r i n g  (233) stwierdzili, że 
kwasy: guanilowy, u ry  dylowy i cy ty dylowy, wyizolowane z w irusa cho
roby mozaikowej tytoniu, posiadają identyczną budowę z podobnymi kw a
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sami drożdżowymi. W roku 1953 wyizolowano cukry z KRN jedenastu  
szczepów w irusa mozaiki tytoniowej i1 przeprowadzono te cukry w k ry 
staliczne dw u-n-propylom erkaptalopentozy. Po porów naniu otrzym anych 
związków z dw u-n-propylom erkaptalam i syntetycznej rybozy, stw ierdzono 
ich identyczność (202). Podobnie m etodą chrom atograficzną udowodniono 
obecność dezoksy rybozy w KDN grasicy i w ątroby ludzkiej i  wołowej, 
grasicy świńskiej li owczej, w KDN plem ników łososia, prątków  gruźli
czych i innych (52). Nie udało się natom iast stwierdzić w ystępow ania in
nych cukrów w KN. Dotychczasowe wzm ianki nie znalazły potwierdzenia. 
Tak np. w roku 1943 podano, że w KDN drożdżowym w ystępuje L-likso- 
za (103). W innych pracow niach nie znaleziono tego cukru. W roku 195-1 
S i n s h e i m e r  (237) w hydrolizacie KDN bakteriofaga T2r, w jednym  
z nukleotydów, stw ierdził obecność heksozy (obok dezoksy rybozy). Oka
zało się, że cukier ten  związany jest glikozydowo z grupą hydroksylow ą 
5-hydroksym etylocytozyny, a  tego rodzaju wiązania nie w ystępują w kw a
sach nukleinowych.

Z powyższego wynika, że nazwy: ,,kwasy rybonukleinowe i dezoksy
rybonukleinow e“, mimo zastrzeżeń niektórych autorów, słusznie zyskują 
sobie praw o obywatelstwa w nom enklaturze biochemicznej.

Możliwe, że istn ieją  jeszcze inne odm iany kwasów nukleinowych. Tak 
np. K i z e l  i S z a m s z i k o w a  (1938) (134) — z dojrzew ających to
rebek nasiennych m aku, a  B i e ł o z i e r s k i j  (1941) (25) — ze Spiril- 
lurn volutans  w yodrębnili dwa kwasy nukleinowe zawierające wszystkie 
zasady, jakie spotykam y w KDN. Zdaniem  tych autorów, w jednym  z tych 
kwasów jedynym  cukrem  jest pentoza, a  w drugim  znaleźli zarówno pen- 
tozę jak i dezoksypentozę. Spostrzeżenia te nie zostały dotychczas po
twierdzone w  innych pracowniach.

Nukleozydy

Cukier powiązany glikozydowo z zasadą purynow ą lub pirym idynow ą 
tworzy tzw. nukleozyd. W nazwie tej podkreślono obecność w tych związ
kach zasady nukleinowej i w iązania glikozydowego. Nazwy nukleozydów 
tworzy się od nazw odpowiednich zasad:

uracyl-ryboza — urydyna
cytozyna-ryboza — cytydyna 
adenina-ryboza — adenozyna 
guanina-ryboza — guanozyna 
hipoksantyna-ryboza — inozyna
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Do nazw odpowiednich połączeń z dezoksyrybozą dodaje się przedrostek 
dezoksy — dezoksycytydyna, dezoksyadenozyna iltd. Tym ina powiązana 
z dezoksyrybozą nosi nazwę tym idyny.

Związki tego typu  poznano w końcu zeszłego stulecia, po wyizolowa
niu z ekstraktów  roślinnych rybozydu guaniny (229, 231), a następnie ry- 
bozydu hipoksantyny (inozyna) z ekstraktu  zwierzęcego (112, 115). W ro
ku 1919 L e v e n e  i J a c o b s  stw ierdzili występowanie tego typu 
związków w hydrolizatach KN (163).

Pozostało do stw ierdzenia w jakiej odmianie cyklicznej w ystępują te 
cukry  ii ustalenie m iejsca przyłączenia cukrów do zasad. Rozwiązywanie 
tych zagadnień trw ało  dwadzieścia kilka lat.

Dla cukrów stale sugerowano budowę furanow ą ( <  1,4 > ) ,  ponieważ 
od daw na znany był nukleotyd — kwas inozynowy (połączenie hipoksan
tyny  z rybozą i kwasem  fosforowym), w którym  C5 rybozy blokowany był 
kw asem  fosforowym. Dopiero w latach 1932 — 35 zarówno w pracowni 
L e v e n e ’ a  (181, 182, 185, 186, 188) j a k i  B r e d e  r e c k a  (29, 30, 28) 
ustalono, przew ażnie m etodą m etylow ania, że natu ra lne  nukleotydy za
równo purynow e jak  i pirym idynowe, posiadają budowę furanową. Uzy
skane w yniki zostały później potwierdzone przez T o d d a m etodą nad- 
jodanow ą (253).

Glikozydowy charak ter wiązania cukru z zasadą stwierdzono najpierw  
dla nukleozydów purynow ych. Związki te, po podziałaniu słabym  kwasem 
m ineralnym , łatwo hydrolizują na zasadę i cukier oraz dają barw ną reak
cję z orcyną, co pozwala na stw ierdzenie obecności w tych związkach pen- 
tozy. Nukleozydy pirym idynow e są bardziej odporne na hydrolityczne 
działanie kwasów i nie dają  lub dają tylko bardzo słabą reakcję barw ną 
z orcyną.

Nukleozydy pirymidynowe

M iejsce przyłączenia cukru do zasady ustalono najpierw  dla nukleozy
dów pirym idynow ych. W ystępowanie obu tych związków w nukleozy- 
dach stw ierdzono po podziałaniu kwasem  bromowodorowym na urydynę. 
Pow stał brom ouracyl i  kwas rybonowy (170) w  ekwim olarnych stosun
kach.

D yskutując możliwości przyłączenia rybozy do pierścienia pirym idyno
wego, należy pam iętać, że z sześciu atomów pierścienia pozycje 2 i  6 są 
zablokowane tlenam i lub grupą aminową zarówno w uracylu jak i  w cy- 
tozynie i w tym inie. W tym inie zablokowana jest również pozycja 5 (patrz 
rys. 12, 13, 14). Znane są również pochodne urydyny, w których zablo
kowano pozycje 4 i 5 (179) (grupą nitrową, bromem, fenylolohydrazyną).
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Z właściwości nukleozydów w ynika również, że cukier związany jest 
z azotem  a nie z węglem. Dowodem są syntetyczne związki otrzym ane 
przez H d l b e r t a  i J o h n s o n a ,  takie jak glikozydouracyl (117) lub

m etylouracyl (118), które, jak  stw ierdzo
no, posiadają następującą budowę (rys. 23 
i 24):

Z tego wynika, że jedynym  miejscem, 
w k tórym  cukier może wiązać się z p ier
ścieniem pirym idynow ym , jest N 3 (157), 
tym bardziej, że Ni cytozyny nie posiada 
wodoru, k tóry  mógłby być podstawiony 
cukrem .

Te wywody zostały następnie potw ier
dzone przez L e v e n e ’a i T i p s o- 

n a (186) eksperym entem . A utorzy ci po zm etylow aniu u rydyny i h y 
drolizie powstałego związku, znaleźlli w hydrolizacie cukier i N i-m ety 
louracyl. Z powyższego wynika że cukier w urydynie związany był z N 3 
pierścienia pirym idynowego (rys. 25):

Przy użyciu podobnej m etody stw ierdzono również, że w tym idynie 
dezoksyryboza wiąże się z N3 tym iny (31).

Rys. 23. Rys. 24.
3-G liko- 3-M etylo-

zydouracyl. uracyl.

O

HN

0=

—CHj

O. 5*
c h 2o h

4’C

,r J '  
c— cI I

OM

Rys. 25. U rydyna (3 -# -D - 
rybofuranozydouracyl).

Rys. 26. C ytydyna (3-/?- 
D -rybofuranozydocyto- 

zyna).

OH OH

Rys. 27. T ym idyna (3-/?- 
D -dezoksyrybofurano- 

zydotym ina).

Po raz pierwszy znaleziono cy ty dynę (169) ii u rydynę (168) w latach 
1911/12 w hydrolizatach kwasu nukleinowego drożdżowego. Tym idynę 
i dezoksycytydynę otrzym ano znacznie później po przeprow adzeniu enzy
matycznej hydrolizy kwasu tym onukleinowego (252, 136, 24, 173, 174, 177, 

Żadnego z omawianych nukleotydów  pirym idynow ych w postaci wol
nej w przyrodzie nie znaleziono.
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Nukleozydy purynowe

Na większe trudności natrafiono przy ustaleniu miejsca wiązania cu
kru z pierścieniem  purynowym .

Należy przypuszczać, że wszystkie nukleozydy purynow e m ają podob
ną budowę, gdyż podobne jest również ich zachowanie pod wpływem  
czynników chemicznych i enzymatycznych.

Rozważając możliwości przyłączenia cukru do pierścienia puryno- 
wego, należy wykluczyć C2 i C«, gdyż w guaninie i adeninie węgle te są 
zablokowane grupam i aminowym i (patrz rys. 8 , 9). Należy również w y
kluczyć Ni i N 3 oraz C4 i C5, gdyż w adeninie azoty te i węgle są całko
wicie wysycone. Jako miejsce przyłączenia pozostaje pierścień imidazo- 
lowy, a w nim niezablokowany Cs oraz N 7 lub N9. Przyłączenie cukru do 
Cg jest mało prawdopodobne, gdyż 
powstałby łańcuch węglowy, k tó 
ry  byłby znacznie trw alszy niż 
wiązanie glikozydowe, jakie 
stwierdzono w omawianych nu- 
kleozydach.

Pozostaje przeto do rozważe
nia możliwość przyłączenia cukru
do N 7 lub N9 . Rozstrzygnięcie byoł trudne, gdyż puryny prawdopodobnie 
mogą występować w dwu odmianach tautom erycznych (rys. 28):

L e v e n  e (156) przyjął, że cukier związany jest w nukleozydach z N 7, 
opierając się na eksperym entach przeprowadzonych z ksantozyną. L e- 
v e n e zm etylował ksantozynę i otrzym ał irybozyd teofiliny (rybozyd 1,3- 
dw um etyloksantyny) (rys. 29):

Rys. Tautom eryczne odm iany puryny.

N - ryboza

H CH3

Rys. 29. Ksantozyna. Rybozyd teofiliny.

Autor ten dowodził, że gdyby w ksantozynie nie był zablokowany N~, 
wówczas po procesie m etylow ania zamiast rybozydu teofiliny powstałaby 
pochodna kofeiny, która jak  wiadomo, ma trzy  grupy m etylowe przy 
azotach 1, 3 i 7. Ten pogląd L e v e n e ’ a przetrw ał przez wiele lat, mimo 
że autor podkreślał, iż dowody jego nie są dostateczne dla ostatecznego 
stw ierdzenia budowy nukleozydów.
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Zagadnienie to rozwiązali wreszcie G u l l a n d  i H o l i d a y  (100), 
którzy porównywali w idm a wodnych roztworów ksantozyny i guanozyny 
z widm am i m onometylopochodnych ksan tyny  i guaniny i doszli do 
wniosku, że w wym ienionych nukleozydach pentoza związana jest z N 9. 
Stwierdzono bowiem duże podobieństwo widm  nukleozydów do widm  
odpowiednich zasad purynow ych zm etylow anych w pozycji 9. Podobne 
wnioski wyciągnięto również po porów naniu widm  adenozyny i 9-m e- 
tyloadeniny (101, 102).

Uzyskane wnioski zostały ostatecznie potw ierdzone syntezami, wyko
nanym i w pracow ni T o d d a. Stwierdzono, że natu ra lna  adenozyna 
(rys. 30) posiada identyczną budowę z syntetyczną 9-/?-D-Tybofuranozy- 
doadeniną (132), a na tu ra lna  guanozyna (rys. 31) posiada wszystkie w łaś
ciwości syntetycznej 9-/?-D-rybofuranozydoguaniny (72).

n h q o

\
o

c h 2o h

*
\ __ A

OH OH

Rys. 30. A denozyna (9-/?-D-ry- 
bofuranozydoadenina).

OH OH

Rys. 31. G uanozyna (9-/?-D-rybo- 
furanozydoguanina).

Synteza nukleozydów dezoksyrybozowych nie została jeszcze całko
wicie wykonana, lecz przypisują im  (33, 1) również budowę furanow ą i ¡3 
konfigurację wiązania glikozydowego. 2-Dezoksy-D-ryboza przyłącza 
się w  tych związkach do N9 zasad purynowych, a  do N;} pirym idyno
wych (1).

Z om awianych nukleozydów purynow ych w kwasach nukleinowych 
znaleziono adenozynę i guanozynę.

Adenozyna została po raz pierwszy otrzym ana przez L e v e n e ’ a i J  a.  
c o b s a  (163, 165) w roku 1909, po zhydrolizow aniu KN drożdżowego. 
W niew ielkich ilościach znaleziono ją również w  wyciągu z m ięśnia serco
wego oraz w moczu. W obecności kwasu azotowego adenozyna ulega deza- 
m inacji (166) i  przechodzi w  inozynę (9-rybofuranozydohipoksantyna), 
znany składnik kwasu inozynowego, w ystępującego w mięśniach. Syn
tezę adenozyny wykonano w roku 1948 w pracow ni T o d d a  (71).

Guanozynę znaleziono znacznie wcześniej (r. 1885) w  wyciągu wod
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nym  czerwonej koniczyny (230). Okazało się później, że wchodzi ona rów 
nież w  skład hydrolizatów  kwasów nukleinow ych (163). Dezaminacja 
guanozyny prowadzi do powstawania ksantozyny (9-D-irybofuranozydo- 
ksantyna) (164, 171). Syntezę guanozyny przeprowadzono w latach 1946/48 
(69, 70).

Należy dodać, że w w ątrobie znaleziono również rybozyd kwasu mo
czowego (82), o istnieniu którego wspomniano już znacznie wcześniej (68 , 
213). Możliwe, że związek ten, podobnie jak  ¡i rybozyd ksantyny i hipo- 
ksantyny są produktam i przem ian adenozyny i guanozyny, lecz brak na 
to dostatecznych dowodów.

Dezoksyadenozyna i dezoksyguanozyna zostały otrzym ane z enzym a
tycznych hydrolizatów KDN. Najlepsze wyniki otrzym ano w pracowni 
T h a n n h a u s e r a  (24, 252, 135, 139, 136). O trzym ano również dezo- 
ksyinozynę (27), k tóra jest prawdopodobnie produktem  dezam inacji dezo- 
ksyadenozyny.

Nukleotydy

Nukleozydy zestryfikow ane kwasem  fosforowym tworzą nukleotydy. 
Pierwszy nukleotyd, nazw any kwasem  inozynowym, został, wyizolowany 
z tkanki mięśniowej przed przeszło stu  laty  przez L i e b i g a  (190). 
W czterdzieści lat później H a  i s e r  (111) znajduje w kwasde inozynowym 
hipoksantynę, a  znacznie później w pracow ni L e v e n e ’ a stw ierdzają 
w związku z tym  obecność D-Rybozy (161, 167).

Już w tym  czasie, przy badaniu właściwości kwasu inozynowego, 
stwierdzono, że kwas fosforowy jest związany bezpośrednio z  pentozą, 
a pentoza — z zasadą purynow ą. Zaobserwowano bowiem, że po przepro
wadzeniu kwaśnej hydrolizy zostaje przerw ane wiązanie glikozydowe 
i otrzym uje się zasadę i ester fosforowy pentozy, gdy w środowisku alka
licznym nukleotyd zostaje rozszczepiony na kwas fosforowy i nukleozyd 
(179).

Hydroliza alkaliczna 

Kwas fosforowy — pentoza — zasada 

Hydroliza kwaśna

Stwierdzenie faktu, że w  nukleotydach kwas fosforowy związany jest 
z cukrem  oraz znajomość budowy nukleozydów pozwala na ustalenie 
a priori m iejsca w iązania kw asu z nukleozydem. Kwas fosforowy może 
przyłączyć się tylko do tych węgli cukru, które posiadają wolną grupę 
hydroksylową. W nukleozydach rybozowych wolne grupy hydroksylowe 
w ystępują przy C2, C3 i C5 ; w nukleotydach dezoksyrybozowych — przy 
C3 i C5 (patrz rys. 26 i 27).
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Nukleotydy mogą przeto występować w kilku odm ianach izom erycz
nych i w przyrodzie znaleziono te odm iany. Na pierwsze izomery n a tra 
fiono przy badaniu kwasów adenilowych, wyizolowanych z drożdży 
i z mięśni. Kwas adenilowy drożdżowy został wyizolowany z drożdży 
i otrzym any w postaci krystalicznej równocześnie przez J o n e s a  
i współpracowników (124, 125, 126, 128) oraz przez T h a n n h a u s e r a  
i współpracowników (250, 251). W następnych latach w pracow ni E m b -  
d e n a oraz w pracowni P a r n a s a  wyizolowano z mięśni związek o po
dobnym składzie (79, 80, 216). Okazało się, że związki te różnią się roz
puszczalnością, punktem  topnienia, własnościami optycznymi. Okazało się 
również, że kwas adenilowy m ięśniowy pod wpływem  enzymu, wyizolo
wanego z mięśni przez S c h m i d t a  (227), ulega dezam inacji i przecho^ 
dzi w znany już kwas inozynowy, gdy kwas adenilowy drożdżowy nie 
poddaje się działaniu tego enzymu (81).

Przyczynę różnic w zachowaniu się obu rodzajów kwasów wyjaśnili 
później L e v e n e  i H a r r i s  (180, 184). Stw ierdzili oni, że w kwasie 
adenilowym drożdżowym grupa fosforanowa przyłączona jest do C3

(rys. 32), gdyż kwas ten  nie ulega utleniające
mu działaniu nadjodanu. Nadjodanem, jak 
wiadomo, u tleniane są tylko związki posiada
jące ugrupow anie glikolowe (dwie, wólne, są
siadujące grupy hydroksylowe w położeniu 
cis). G rupy te u tlen iają się do grup aldehy
dowych, a jednocześnie zostaje przerw ane 
wiązanie m iędzy sąsiadującym i węglami. 
Powstałe aldehydy dają barw ną reakcję z od
czynnikiem  Schiffa. Kwas adenilowy m ię
śniowy, po podziałaniu nadjodanem , daje od
powiedni dwualdehyd, można przeto przy
jąć, że w kwasie tym  grupa fosforanowa 
związana jest z C5 (rys. 33).

Budowę kwasu adenilowego mięśniowego potwierdzono syntezą che
miczną (189, 32, 13). O trzym ano również ten  związek, fosforylując ade
nozynę (217).

Na podstawie wyżej wspom nianych rozważań można było przewidzieć 
istnienie jeszcze jednego izomerycznego rybonukleotydu z grupą fosforową 
przy C2 '. Nukleotyd ten  został otrzym any przez C a r t e r a  i C o h n a  
(1949) (53). Badacze ci rozdzielali chrom atograficznie hydrolizat KN droż- 
dżowego i otrzym ali dwa izom eryczne kwasy adenilowe, nazwane przez 
nich a i b. Zdaniem autorów, jeden z tych kwasów jest kwasem adenozy- 
no-2'-fosforowym. Sprawdzono później (34), że oba kwasy są odporne na

n h 2

p o 3h 2
Rys. 32. K w as adenilow y droż

dżow y (kwas adenozyno-3'-  
fosforowy).

http://rcin.org.pl



[15] B U D O W A  K W ASÓW  N U K L EIN O W Y C H 29

działanie nadjodanem , co potw ierdza sugestie C a r t e r a  i C o h n a .  
W następnym  roku otrzym ano z hydrolizatu KN drożdżowego również 
izomeryczne odm iany a i b kwasów: guanilowego, cytydylowego i urydy- 
lowego (62, 63). Przy spraw dzaniu budowy tych nukleotydów  stw ierdzo
no np. że alkaliczna dezamiinacja kwasu cytydylowego b dała kwas ury- 
dylowy b, co dowodzi, że grupa fosforylowa w obu związkach zajm uje to 
samo miejsce w pierścieniu rybofuranozowym  (35).

\ h jq 4

CH20  POjH2
, I

_ r 4'C
\l 2' 31/c— ę
OH OH

w\ /  
H H

\ C H 20 .P 0 3H2
C i

Rys.  33. K w as adenilow y m ięśniow y (kwas adenozyno-5'-fos-
forowy).

W roku 1952 B r o w n  i T o d d  (36), fosforylując 5 '-trytyloadeno- 
zynę, otrzym ali zarówno izom er a jak i b, lecz nie zdołali ustalić, która 
z tych odmian jest 2'-fosfoadenozyną, a która jest odmianą 3'. Stwierdzili 
oni natom iast, że w kwasie organicznym  (80%> kwas octowy) każdy z tych 
związków przechodzi częściowo w drugą odmianę izomeryczną; w  roztwo
rze pow staje w tedy m ieszanina złożona z m niej więcej jednakowej ilości 
obu odmian. Tego rodzaju konw ersja jednej odm iany w drugą znana jest 
organikom  pracującym  ze związkami o podobnej budowie np. z fosfoglice- 
rolami i wytłum aczona jest łatw ą wędrówką grupy fosforowej na sąsiedni 
węgiel zaw ierający wolną grupę wodorotlenową w położeniu cis. Należy 
zaznaczyć, że tego rodzaju konw ersja nie przebiega w środowisku alka
licznym. Natomiast pochodne tego typu związków, np. dw uestry kwasu 
fosforowego, ulegają alkalicznej hydrolizie; odszczepia się alkohol i po
w stają dwie izomeryczne odmiany.

Opierając się na pracach Ba. i ly* e g o  i G a u m a  (17) oraz B a e r a  
i K a t e s a (14), dla fosfoglicerolu można by te przem iany ująć w nastę
pujący schem at (rys. 34).

W oparciu o omawiane spostrzeżenia, B r o w n  i T o d d  w roku 1952
(36), konstruują teorię, tłum aczą powstawanie izom etrycznych odmian 
om awianych nukleotydów rybozowy^ch. Zdaniem tych autorów, powsta
wanie odmian a i b należy przypisać temu, że podczas hydrolizy KRN
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tworzą się pośrednie związki cykliczne, podobnie jak podczas procesów 
przedstaw ionych na rys. 34. Budowę takiego cyklicznego połączenia 
przedstaw ia rys. 35. Tego typu związki, pochodne cykliczne adenozyny,

O OH O OR
II /  u /

c h 2 — o - p ^  c h 2- o - p CH2- 0 x

i OH i OH I / PC
CH — OH C H - O H  C H - O  OR

R-O H

oC- fosfoglicerol dwuester

c h 2- o h  ~ c h 2- o h  c h 2- o h  h/ i l ro.hzf(alkalia)

O OH 
» /  o h 2- o - p

I \
OH

C H -O H

CH2' ° \  CH2-O H
l pC /

R 0 H  + C H - 0 /  OH a " fosfoghcerol

™  o n  \  CH2-OHCH2-O H  \  , O OH
» /

C H -O  -  P
I \
1 OH

CH2-OH

^ -fosfog licero l

Rys. 34. Schem at konw ersji a-fosfoglicerolu .

guanozyny, cytydyny i u rydyny zostały otrzym ane syntetycznie w p ra
cowni T o d d a (38), a  w krótce potem  M a r k h a m  i S m i t h  (200), po 

przeprowadzeniu łagodnej hydrolizy KRN drożdżo
wego (działaniem węglanu baru lub amoniaku), jak 
również drogą enzymatyczną, otrzym ali cykliczne 
nukleotydy purynow e i pirym idynow e o właściwo
ściach identycznych z odpowiednimi cyklicznymi nu- 
kleotydami syntetycznym i.

Poznanie budowy cyklicznych nukleotydów mia
ło -duży wpływ  na wytłum aczenie różnic w zacho
waniu się obu rodzajów kwasów nukleinowych oraz 
na wysunięcie koncepcji ich budowy, co zostanie 
szerzej omówione w rozdziale o budowie KN.

W racając do budowy nukleotydów — ostatnie dwa la ta  pozwoliły na 
wyjaśnienie s tru k tu ry  obu odmian: a l b .  Po przeprow adzeniu analizy 
przy użyciu prom ieni rentgenowskich (39, 42), po przebadaniu właściwoś

zasada C H ^H
t f  > ć

I I
° \ x °

< / \ > H
Rys. 35. N ukleotyd  

cykliczny.
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ci tych związków różnymi m etodam i chemicznymi i fizycznymi (skręcal- 
ność, widma w nadfiolecie i podczerwieni, chrom atografia bibułowa i przy 
użyciu wymienników jonowych) (194, 99, 205, 133) stwierdzono, że od
m iana a posiada budowę kwasu rybonukleozydo-2/-fosforowego, a odmia
na b jest to kwas rybonukleozydo-S^fosforowy. Przeprowadzono również 
syntezę obu odm ian (42).

W tymże czasie C o h n  i V o l k i n  (64), po przeprowadzeniu enzy
matycznej hydrolizy kwasu rybonukleinowego w ątroby cielęcej, znaleźli 
w hydrolizacie kwasy rybonukleozydo-5'-fosforowe. Hydrolizę przepro
wadzono dodając kolejno rybonukleazę, a następnie fosfatazę jelitow ą 
w obecności arsenianu, aby zahamować działanie fosfomonoesterazy, od- 
szczepiającej kwas fosforowy od nukleotydów. Poznano przeto i o trzy
mano wszystkie teoretycznie przewidziane izomeryczne odmiany nukleo
tydów rybozowych i w yjaśniono pewne subtelności ich budowy.

Kwasy dezoksyrybonukleinowe, jak  było do przewidzenia, nie dają cy
klicznych nukleotydów, ani kwasów nukleozydo-2'-fasforowych. Hydro
liza enzymatyczna prowadzi do pow staw ania kwasów dezoksynukleozydo- 
5'-fosforowych (54). Syntetycznie otrzym ano obie odmiany, zarówno 3'- 
jak  i 5'-fosforowe (204, 205, 110). Stwierdzono, że otrzym ane związki m a
ją budowę podobną do odpowiednich dezoksynukleotydów, otrzym anych 
m etodą K l e i n a  i T h a n n h a u s e r a  (137, 138, 139).

Polinukleotydy

Z kolei należy omówić poglądy na tem at konstrukcji łańcucha polinu- 
kleotydowego i co za tym  idzie — poglądy na tem at budowy KN.

Na pierwszych koncepcjach zaciążyła teoria o tetranukleotydow ej bu
dowie KN. Genezą tej teorii były spostrzeżenia, że KN, zarówno roślinne 
jak i zwierzęce, zaw ierają w  swej cząsteczce dwie zasady purynow e i dwie 
pirym idynow e w stosunkach ekwim olam ych. Jednym i z pierwszych byli 
O s t b o r n e  i H a r r i s  (214), k tórzy w roku 1902, po zanalizowaniu tzw. 
,.kwasu tritikonukleinow ego“, stw ierdzili występowanie w nim  tylko 
dwóch zasad purynowych: adeniny i guaniny i  to w stosunku 1: 1.  W krót
ce potem  S t e u d e l  (241), a po nim  L e v e n e i M a n d e l  (159), hy- 
drolizując różnymi m etodam i KN grasicowe i analizując otrzym ane hy
drolizaty, uzyskali podobne wyniki.

T rudniej poszło z ustaleniem  zawartości zasad pirym idynowych. Nie
którzy z ówczesnych badaczy KN utrzym yw ali, że zasady pirym idynow e 
są produktam i degradacji p u ryn  (45). Pogląd ten  nie utrzym ał się. S tw ier
dzono eksperym entalnie, że w hydrolizacie KN, zarówno drożdżowym jak 
i grasioowym, po usunięciu pu ryn  (przy pomocy kw asu fosforowolframo-
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wego lub soli srebra), w pozostałości znajdują się dwie zasady p irym idy
nowe (160, 215) i to również w ilościach ekwim olarnych (241, 158, 152).

Pozostaje do rozważenia, w jaki sposób omówione wyżej zasady lub 
nukleotydy wiążą się w cząsteczki KN.

A priori nukleotydy mogą wiązać się w tro jak i sposób:
1) przez powiązanie się reszt kwasów fosforowych,
2) przez powiązanie się cukrów wiązaniem  eterowym,
3) przez utworzenie wiązania estrowego pomiędzy kwasem  fosforo

w ym  jednego nukleotydu i grupą hydroksylową cukru drugiego nukle- 
otydu.

W szystkie te  koncepcje były rozważane i proponowano odpowiednie 
schem aty.

W roku 1912 S t e u d e l  (242) przedstaw ia projekt budowy cząsteczki 
KN, w którym  nukleotydy powiązane są rodnikam i kwasowym i (rys. 36).

Eksperym ent nie potwierdzał takie
go typu budowy. Tak zbudowany zwią- HOx 
zek zawiera dwie pierwszo- i dwie d ru- 0 = P - O - c u k i e r — zasada

OH OH
\  /

HO Q

HO |
\

P — cukier — zasada 0  = P —O—cukier—zasada
/  / IO O HO

HOP — cukier — zasada
/  \ \

O O  Q = P —O- cuk ier—zasada
/

P — cukier — zasada /  
HO

O O HO
\  /  , \  I

P cukier zasada O —P —O- cukier —zasada

OH OH HO

Rys. 36. Rys. 37.

gorzędowe grupy kwasu fosforowego. Takich ilości grup kwasowych nie 
stw ierdzono eksperym entalnie. Podany wzór nie tłum aczy również m oż
liwości powstawania dwufosfonukleozydów pirydynowych, a takie związki 
otrzym ywano.

W następnych latach J o n e s  i współpracownicy (124, 125, 126, 127) 
zaproponowali schem at tetranukleotydu, w którym  główny trzon zbudo
w any jest z eterowo powiązanych cukrów (rys. 37). K rytycy zarzucali 
takiej hipotetycznej cząsteczce dużą zawartość drugorzędowych grup 
kwasowych, gdy w naturalnych kwasach znajdowano wówczas zaledwie 
jedną grupę drugorzędową na cztery pierwszorzędowe. Poza tym  tak  zbu
dowany KN z racjii posiadania eterow ych wiązań, powinien być znacznie 
trw alszy niiż stwierdzono eksperym entalnie.
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Z innych, dość licznych koncepcji najw iększym  uznaniem  cieszył się 
pogląd L e v e n e ’ a  (153, 154, 155), że w łańcuchu tetranukleotydow ym  
zarówno KDN jak i KRN, nukleotydy powiązane są kwasem  fosforowym, 
podwójnie zestryfikow anym  grupam i alkoholowymi cukrów. Zasady pu- 
rynowe i pirym idynow e w takim  tetranukleotydzie przeplatają  się wza
jem nie (rys. 38).

HO
\

0 =  P - 0 - C 5Hz0 2-  adenina

HO Oi
O = P -  O - C sH tOj -  cytozyna  

/  l 
HO Oi

O = P - O  - C 5 H70 2 _  guanina 
/  l 

HO O1o = p -  O -  C5H7O2 - uracyl
/

HO

Rys. 38. Schem at tetranukleotydu.

W następnych latach L e v e n e  i wsjpółpracownicy (172), potencjom e
try  cznym m iareczkowaniem  stw ierdzają, że KRN drożdżowy na  każde 
cztery atomy fosforu posiada cztery grupy fosforanowe dysocjujące jako 
pierwszorzędowe i jedną drugorzędową, co wpłynęło na ugruntow anie 
w ysuniętej teorii. •

W tym  mniej więcej czasie udaje się L e v e n e ’o w i  i D m o c h o w 
s k i e m u  (178), przez dezam inację kw asu guanilowego, otrzymać kwas 
ksantylowy, a  z niego kwas ry  bozofosf orow y. O trzym anie tego związku 
odegrało poważną rolę w ustaleniu m iejsca przyłączenia kwasu fosforo
wego w nukleotydach otrzym anych z KRN drożdżowego. Ustalono rów 
nież, że w nukleotydach cukry w ystępują w postaci furanowej, a  ponie
waż już poprzednio udało się w  pracowni L e v e n e ’ a (155) wyizolować 
z KDN dwufosfotym idynę i dwufosfodezoksycytydynę, to w  oparciu o te 
spostrzeżenia można było pokusić się o skonstruow anie bardziej szczegó
łowego schem atu budowy cząsteczki KN. P ro jek t takiego schem atu przed
staw iają w roku 1935 L e v e n e  i T i p s o n  (187, 188) — zarówno dla 
KRN (rys. 39) jak  i dla KDN.

W podanym  schemacie kwas fosforowy estryfikuje grupę hydro
ksylową C3' jednego nukleotydu oraz Co' drugiego. W nukleotydach KDN 
przy C2 ' brak  grupy hydroksylowej, toteż L e v e n e  i T i p s o n  w ysu
nęli koncepcję, że w tych związkach kwas fosforowy wiąże C3 ' jednego 
i C5 ' drugiego nukleotydu.

Tetranukleotydow a teoria mimo jej wielkiej popularności, nie ostała

3 P o s tę p y  B io c h e m ii
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się wobec wyników, uzyskanych przy użyciu bardziej precyzyjnych m e
tod analitycznych. Już dokładniejsze potencjom etryczne m iareczkowanie 
wykazało występowanie znacznych różnic (97, 273, 106) w zawartości za
równo pierwszo- jak  i drugorzędowych grup wodorotlenowych kwasu fos
forowego w porównaniu z danymi*, uzyskanym i w pracow ni L e v e n e ’ a. 
Podobnie analizy składu różnych KN coraz częściej dawały wyniki, k tóre

Rys. 39. Schem at tetranukieotydu rybozowego.

przeczyły tetnanukleotydowej koncepcji. F e u 1 g e n  (86) już w  roku 
,1919 znajduje w KRN trzusitki znacznie więcej guaniny niż adeniny. 

H a m m a r s t e n  (108), w tzw. /?-nukleoproteidzie wyizolowanym  z te 
goż narządu, znajduje trzy  razy więcej guaniny niż adeniny i na  tej pod
staw ie zakłada, że KRN jest heksan ukleotydem. S t e u d  e 1 (243) w  tym  
sam ym  /?-nukleoproteddzie znajduje, że stosunek adeniny do guaniny w y
nosi 1 : 4 ;  w ystępujący przeto w tym  związku kwas nukleinow y m iałby 
budowę heptanukleotydową.

W późniejszych latach G u l  l a n d  i współpracownicy (104), po zana
lizowaniu KRN drożdżowego, znaleźli, że stosunek azotu purynowego do 
pirym idynow ego wynosi 1,86, gdy w myśl koncepcji L e v e n e ’ a, stosunek 
ten  powinien wynosić 2 .

Szczególnie duży wpływ na poznanie składu i  budowy KN oraz na 
podważenie tetranukleotydow ej teorii L e v e n e ’ a w yw arło w prow adze
nie w roku 1947 przez V i s c h e r a  i C h a r g a f f a  (257, 261, 259, 262, 
260) nowej m etody badań tych związków. Była to m etoda chrom atogra
ficzna w połączeniu ze spektrofotom etrią. W pracow ni C h a r g a f f a  
(50, 51), przy użyciu tych metod, analiza KRN drożdżowego dała nastę 
pujące stosunki w ystępujących w tym  kwasie zasad:

adenina : guanima : cytozyna : uracyl =  3,2 : 3,1 : 3,0 : 1,0
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W hydrolizacie KDN grasicy znaleziono:
adenina : guanina : cytozyna : tym ina == 1,6 : 1,3 : 1,0 : 1,5 

Podobnie w KRN trzustki świńskiej (52) znaleziono większą zawartość 
puryn  niż pirym idyn (stosunek molowy wynosił 2,3). W ykryto również 
w hydrolizatach KRN (200) jak i KDN (236, 238, 239) dw unukleotydy lub 
fosfodwunukleozydy zbudowane z tego samego rodzaju zasad np. układ: 
cytydyna-kw as fosforow y-cytydyna lub tym idyna-kw as fosforowy-tym i- 
dyna, a naw et tró jnukleotydy takie jak kwas adeninodw uguanilow y i in 
ne (203).

Te wyniki podważyły teoirię L e v e n e ’ a o w zajem nym  przeplataniu 
się zasad purynow ych i pirym idynow ych w tetranukleotydzie. Również 
bliższe poznanie właściwości fizycznych KN podważyło koncepcje o te- 
tranukleotydow ej budowie tych związków. Znaczny wpływ na to zagad
nienie w yw arły badania, dotyczące masy cząsteczkowej tych związków.

Masy cząsteczkowe KN

W myśl teorii tetranukleotydow ej masa takiego agregatu powinna 
wynosić około 1350.

Już M i e s c h e r  w swoich pierwszych pracach nad kwasami n u 
kleinowymi plem ników łososia podaje, że wyizolowane związki należy 
zaliczyć do wielkocząsteczkowych (209).

Późniejsze prace, prowadzone na przełomie obecnego stulecia przez 
F e u l g e n a ,  K o s s e l a ,  L e v e n e ’a (151) nie mogły dać pełnego 
obrazu wielkości cząsteczki, gdyż w większości wypadków w ykonyw ane 
były na m ateriale  zdepolimeryzowanym, uszkodzonym drastycznym i m e
todam i używanym i przy izolowaniu. Jednym  z pierwszych, k tóry  u trzy 
mywał, że wyizolował z grasicy kwas nukleinow y w jego stanie n a tu ra l
nym, był H a m m a r s t e n  (109) i kwas ten, zdaniem autora, był związ
kiem o olbrzym im  ciężarze cząsteczkowym. Dopiero wprowadzenie do 
analizy bardziej precyzyjnych m etod fizyko-chem icznych pozwoliło na 
częściowe rozwiązanie tego zagadnienia. Okazało się np. że roztwory KDN 
optycznie bierne w spoczynku, odznaczają się znacznym podwójnym  za
łam aniem  podczas przepływu. Dowodzi to, że cząsteczki posiadają b u 
dowę długich n itek  i udało się naw et wyliczyć stosunki osiowe soli so
dowej KDN, które wynoszą 200 : 1, 400 : 1 (232), a naw et 710 : 1 (104). Dla 
KRN znajdowano niższe stosunki. M ikrofotografia elektronowa KDN 
także w skazuje na w łókienkową budowę kwasów nukleinowych (234); 
taki obraz również dają badania, uzyskane przy użyciu prom ieni ren tge
nowskich (9, 10).

3*
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Późniejsze badania wykazały, że KN są to  związki cechujące się dużą 
labilnością, w ielką wrażliwością na czynniki zew nętrzne (stężenie jonów 
wodorowych, tem peratura, wstrząsy, siła jonowa elektrolitów  i inne) 
i przy in terp re tac ji wyników należy liczyć się z tym i czynnikami. P rzy
kładem  prace S t e r n a  i współpracowników (214) nad właściwościami 
fizyko-chemicznymi soli sodowej kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNS). 
Stwierdzili oni, że sól ta, rozpuszczona w wodzie destylowanej, w ykazuje 
dużą lepkość i silnie zaznaczone zjawisko podwójnego załam ania prądo

wego. Dodanie niew ielkiej 
ilości obojętnej soli znacznie 
redukuje te właściwości. 
Zm iany te, tłum aczone są 
przez autorów tym, że w roz
tworze wodnym  siła jonowa 
równa się zeru i cząsteczki 
DNS są całkowicie rozciąg
nięte. Po dodaniu elektrolitu, 
gdy siły jonowe rosną, łań 
cuch cząsteczki ulega pofał
dowaniu, co wpływa na ob
niżenie lepkości. Lepkość

Rys. 40. Zależność stałej sedym entacji od stężę- s û ż y  często jako m iernik 
nia soli sodowej KDN i od siły  jonow ej (K G. stopnia polim eryzacji czą- 

Stern 1952). steczki. Podobnie, przy po
m iarze masy cząsteczkowej 

stwierdzono znaczny wpływ rozcieńczenia i obecności elektrolitów  na 
wielkość stałej sedym entacji. Gdy stężenie DNS zmieniano od 0,46% do 
0,03%, przy stałym  stężeniu elektrolitu  (0,2 M NaCl) stała sedym enta
cji (224) zmieniała się od 4,8 do 12,0 S (jednostek S v e d b e r g a ) .

Stwierdzono również zależność stałej sedym entacji od siły jonowej 
elektrolitu. W przeprowadzonym  doświadczeniu stężenie DNS pozosta
wało bez zmian (0,57%), gdy stężenie NaCl zmieniało się od zera do 4,5 M. 
Stwierdzono, że dla stężeń NaCl w granicach od 0,001 do 0,1 M stała se
dym entacji wykazywała wzrost z 5,7 do 10,9 jednostek Svedberga. Dal
sze podwyższanie stężenia NaCl pozostawało już bez w pływ u na szybkość 
sedymentacji.

Pom iary dyfuzji DNS w ykazują również zależność stopnia dyfuzji od 
stężenia. Zależność ta  jest jednakże znacznie m niejsza niż zależność szyb
kości sedym entacji od stężenia (58, 249). Toteż przy  wyliczaniu m asy czą
steczkowej ze współczynnika szybkości dyfuzji, ze stopnia lepkości, czy 
z wielkości stałej sedym entacji, należy brać pod uwagę wspom niane 
czynniki.
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Mimo tych trudności udało się oznaczyć m asy cząsteczkowe KRN 
i KDN różnego pochodzenia. Masa dla pierwszego rodzaju kwasów mieści 
się w granicach od kilkunastu  do kilkudziesięciu tysięcy, a naw et wyżej, 
czego dowodem praca C o h e n a  i S t a n l e y a  (61), k tórym  udało się 
wyizolować z w irusa mozaiki tytoniowej KRN o masie cząsteczkowej 
około 300 000. W ielkość m asy cząsteczkowej uzależniona jest w znacznej 
m ierze od w arunków  izolowania, przechowyw ania (Tablica I) i rozdzie
lania, gdyż upaść musi już pogląd, że istn ieje  tylko jeden rodzaj kwasu 
rybo- i jeden rodzaj dezoksyrybonukleinowego.

T a b l i c a  I 
M asy cząsteczkowe KRN

Rodzaj kwasu Pochodzenie Masa
cząsteczkowa

Autor

KRN drożdże 17 000 Loring

j? drożdże (prep. handlowe) 10 000 F ischer i wsp.

>> różnego pochodzenia 
(prep. handlowe) 10 000 — 23 000 Fletcher i wsp.

» W irus m ozaiki tytoniowej 300 000 Cohen i Stanley
„ po samo

czynnym  roz
padzie yy yy yy 61000 yy

.KRN po podzia
łaniu alkalia
m i na zim no yy yy yy 15 000 yy

KRN yy ty yy 37 000 Loring

Masy cząsteczkowe KDN są przew ażnie wyższe i w ahają się w g ra 
nicach od 0,5 do 8 m ilionów (228, 235, 104, 105, 249, 221). I dla tych kw a
sów różni autorzy otrzym ują różne wyniki. T a k n p . C e c i l  i  O g s t e n  
(58) ustalili masę cząsteczkową KDN grasicy cielęcej na 820 000, gdy 
R e i c h m a n n  i współpracownicy (221) znaleźli dla tego samego związ
ku wielkość 7 700 000.

Prowadzona jest dyskusja na tem at, czy natu ra lne  KDN posiadają 
rzeczywiście tak  dużą cząsteczkę. C o h e n  (59) utrzym uje, że natu ralny  
KDN, związany z białkiem , m a znacznie m niejszą masę cząsteczkową 
i dopiero po uwolnieniu z nukleoproteidu wiąże się na większe agregaty. 
Dowodem tego jest zwiększanie się lepkości roztw oru po straw ieniu biał
ka nukleoproteidu. W zrost lepkości tłum aczyć można agregacją uwolnio
nych cząsteczek KDN.
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Wiązania międzynukleotydowe

Pozostaje do w yjaśnienia jak  w długim  łańcuchu polinukleotydowym  
wiążą się ze sobą nukleotydy.

W oparciu o znaną już budowę nukleotydów, dla KRN można w ypro
wadzić kilka teoretycznie możliwych rodzajów wiązań, jak  to widać na 
rys. 41. Dla jasności obrazu na rysunku tym  nukleotydy rybozowe przed
stawione są w skrócie jako C2'—■C3'—C5', gdyż tylko przy tych węglach

rybozy są wolne grupy wodoro
tlenowe, mogące brać udział w 
wiązaniach m iędzynukleotydo- 
wych. Reszta fosforanowa w 
tym  schemacie zaznaczona jest 
literą P.

Wiązanie C5' —C5', (A) jest m a
ło prawdopodobne, gdyż w iąza
nie takie jest odporne na działa
nie alkaliów (3, 254). O trzym ano 
np. syntetyczny ester adenozy- 

no-5'-urydyno-5 '-fosforowy 
(rys. 42), hydrolizowano następ
nie otrzym any związek w 0,5 
norm alnym  NaOH, w tem pera
turze 37° przez 16 godzin bez 
żadnego efektu (78). W tych w a
runkach KRN ulega całkow ite
mu rozszczepieniu.

W iązania C2' - C 2' (B), C3' - C 3' 
(C), C,’— C3' (D) poddają się dzia

li ()1* lł niu alkaliów i są teoretycznie 
Rys. 42. D w uester adenozyno-5'-urydyno-5'- możliwe jako wiązania między- 

fosforow y. (Elmore i Todd 1952). nukleotydowe. Należy jednak
pamiętać, że KRN po podziała

niu diesterazą wyizolowaną z jadu węża (65) lub po podziałaniu nukleazą. 
a następnie fosfatazą jelitową (64), rozpada się na 5'-fosfonukleozydy. 
Vv wiązaniach m iędzynukleotydowych bierze przeto udział Cór; należy 
więc wykluczyć fragm enty B, C i D schem atu 41. Pozostaje przeto wiąza
nie C2-—C5' (E) i C3'—C5' (F) jako najbardziej prawdopodobne i do nie
dawna wiele przem awiało za tym, że zarówno pierwszy jak i drugi typ 
wiązania w ystępuje w KRN. Alkaliczna hydroliza KRN, jak to już oma
wiano przy nukleotydach, daje mieszaninę 2 '  i 3/-fosfonukleozydową.

W enzymatycznym  hydrolizacie KRN drożdżowego, w ątroby cielęcej,

C - P - G , ,

C^p-cs.

C2. Cv
M \  l

i rP ' T  i"1 \ NCs. c, c,

 ̂ 2' 

G-j*

Rys. 41. Schem at teoretycznie m ożliw ych  
połączeń w  łańcuchu KRN.
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grasicowego stw ierdzono (263, 65, 66) obecność takich związków jak: 
2', 5' i 3', 5 '-dw ufosfourydyna (rys. 43) oraz 2', 5' i 3', 5 '-dwufosfocytydyna 
(rys. 44).

NHo

h - c 5- o - p o 3h 2

H

Rys. 43. 2 ',5 '-D w u- 
fosfourydyna.

o=

C- 
I

H—C —OH
I O

h - c - o - p o 3h 2

H -C -----------------

H -C  - 0 - P 0 3H2 

H

Rys. 44. 3 ',5 '-D w u- 
fosfocytydyna  

(Cohn i Y olkin 1952).

W kwaśnym  hydrolizacie KRN drożdżowego (6 norm alny HC1, 25 °C, 
przez 3 m inuty) znaleziono np. kwas 5'-adeniililo-cytydylowy a (rys. 45), 
kwas 5 '-adenililo-cytydylow y b (rys. 46) i w iele innych podobnych ukła
dów (203).

0=1

O
li

~P - o-

c
H -C -O H

I 1
H -  C 7------

H -C
- Q - P O j H 2

'CrH;CsHaOH o h  W  

Rys. 45. K w as 5'-aden ililocytydylow y a.

Opierając się na tych i innych znanych już faktach, B r o w n  i T o d d
(37) zaproponowali schem at budowy polirybonukleotydu oraz cykliczne
go produktu  pośredniego, k tóre tłum aczyłyby powstawanie dwu odmian 
nukleotydów: odmiany a i odm iany b (rys. 47).
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o - p o 3h 2

c h 2o h

Rys. 46. K w as 5 '-aden ilicytydvlow y b (Merrfield
i W ooley 1952).

C..-OH O
C ,— O - P -

C - O H  
I °  1 u 

C----O - P

OH O
O OH O

C - O H
' V
C—  o - p ^

OH ON

c ,—o o c — o o
I ' p * .

c — o o 
i

cJ- o ^ - >\ 0 C — o/ .'V\ o c —O ^ X

c. \
o

\

c — o o
1 X

C —  O OH

OH

__/v

C.,-0-PO,H,
I

C,-OH
I

C,-OH

1
C - O H
I

C . - O -  POjH2 
!

C .-O H

Rys. 47. Schem at alkalicznej hydrolizy KRN (Brown
i Todd 1952).
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W schem acie swoim B r o w n  i  T o d d  przyjęli połączenie C3' — C5', 
jako podstawowe wiązanie m iędzynukleotydowe KRN, przez analogię do 
podobnych wiązań w KDN. W tym  ostatnim  związku, wobec braku  tlenu  
przy C o ' ,  jedynym  możliwym wiązaniem  m iędzynukleotydowym  jest 
układ C3' —C5'. Późniejsze badania wykazały całkow itą słuszność takiego 
ujęcia.

Schem at B r o w n a  i T o d d a  tłum aczy podatność KRN na alka
liczną hydrolizę. Zdaniem  tych autorów, jeśli dla wiązań m iędzynukleoty- 
dowych C3' - P —C5', istn ieją  możliwości powstania przejściowych układów 
cyklicznych, to w środowisku alkalicznym  wiązania takie ulegają przer
waniu pomiędzy P  i C~/, co zaznaczono na rysunku linią przerywaną. 
Pow stają znane nam  już cykliczne m ononukleotydy, k tóre następnie 
przechodzą w postacie izomeryczne a i b. W środowisku kw aśnym  każda 
z izomerycznych odm ian łatwo daje miesizaninę obu odmian; w środo
wisku alkalicznym  pow stałe izom ery są bardziej trw ałe.

N ukleotydy KDN nie mogą tworzyć odmian cyklicznych i tym  należy 
tłum aczyć odporność KDN na alkaliczną hydrolizę. W edług B r o w n a  
i T o d d a ,  budowę KDN można ująć w na
stępujący schemat (rys. 48):

Potwierdzeniem  takiej budowy było otrzy
manie 3', 5'-dwufosfonukleozydów pirym idy
nowych w kwaśnych hydrolizatach KDN (73), 
oraz 5'-fosfonukleozydów w hydrolizatach en
zymatycznych (54); 5'-fosfonukleozydy dezo- r  p-

ic„

P'- cIc-
I
c

c
I

C — P
Ic

-C

zasada zasada zasada

C. O
u i^O u
1 Ov l O l

OH " C , OH ''Cc

O  ii 
P

OH
'O .

P -C

C-
Ic

p-

-P

C '
I
c

, c
I

C''
c

,c
I
c
ć

A’

- P
x s

I

c.,

Rys. 48. Łańcuch kw asu dezoksyrybonukle
inow ego. ("Brown i Todd 1952).

Rys. 49. D w a typy hipotetycz
nych łańcuchów  KRN (Mark
ham, M atthew s i Sm ith 1954).

ksyrybozowe otrzym ano również w pracowni T o d d a  syntetycznie (204, 
205). Stwierdzono identyczność związków syntetycznych z produktam i en
zymatycznej hydrolizy. Syntetycznie otrzym ano także 3'-fosfonukleozydy 
dezoksyrybozowe (205).

Przy om awianiu budowy nierozgałęzionego łańcucha polinukleotydo- 
wego należy wspomnieć o ciekawych spostrzeżeniach M a r k h a m a
i współpracowników na tem at różnic w zachowaniu KRN różnego pocho
dzenia i in terpretacji tych spostrzeżeń.
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W łańcuchach KRN dom inuje w iązanie typu  fosfodwuestru, wiążące 
pozycje 3' jednego nukleotydu z pozycją 5' drugiego. Zdaniem  M a r k -  
h a m a  i współpracowników (199a) łańcuchy takie mogą być zbudowane 
w dwojaki sposób, jak to widać na powyższych schem atach A  i B.

Typ A  jest jakby zbudowany z 3-fosfonukłeozydów, gdy w drugim  
typie (B) dom inuje 5-fosfonukleozyd. Pierw szy typ w ystępuje w  KRN 
drożdżowym i w w irusie choroby mozaikowej żółtej rzepy, gdy drugi typ  
przeważa w KRN w irusa mozaiki tytoniowej i  kartoflanym  w irusie X. 
W nioski te  wyciągnięto, analizując hydrolizaty om awianych kwasów. 
W drugim  typie KRN w alkalicznym  hydrolizacie znaleziono oprócz mo
nonukleotydów pew ną ilość (jedna reszta na  pięćdziesiąt) dwufosfonukleo- 
zydów i takąż ilość nukleozydów (w KRN w irusa mozaiki tytoniowej ilość 
nukleozydów troszkę większa). W hydrolizacie KRN drożdżowego i w i
rusa żółtej rzepy tych fragm entów  nie stwierdzono. Jeśli przed hydrolizą 
KRN trawiono oczyszczoną fosfomonoesterazą prostaty  — w hydroliza
tach dwufosfonukleozydów nie stwierdzono.

Działanie nukleaz

W tym  sam ym  czasie, gdy B r o w n  i T o d d  snuli swoje koncepcje 
na tem at budowy łańcuchów polinukleotydowych, w pracowni C h a r -  
g a f f a  i pracowni M a r k h a m a  otrzym ano ciekawe wyniki, badając 
produkty enzymatycznej hydrolizy KRN. W yniki te pozwoliły na częścio
we odtworzenie struk tu ry  tych związków. Przede wszystkim  stw ierdzo
no, że hydroliza enzymatyczna, przeprowadzona rybonukleazą trzustko
wą, daje w rezultacie m ateriał niejednorodny. O trzym ano mieszaninę 
złożoną z m ononukleotydów wyłącznie pirym idynow ych, dw u- i tró j- 
nukleotydów oraz z niedializującej reszty, opornej na działanie rybonu- 
kleazy trzustkow ej (197). W tej reszcie występowały krótkie łańcuchy 
zbudowane z nukleotydów purynowych, lecz zakończone nukleotydem  
pirym idynow ym  (200). Stwierdzono również, że po krótkim  działaniu k ry 
staliczną rybonukleazą trzustkow ą na KRN, powstają, obok dłuższych 
fragm entów, cykliczne 2': 3'-fosforany cytydyny i u rydyny (199, 200). Po 
dłuższym działaniu tą samą nukleazą z cyklicznych m ononukleotydów p o 
w stają 3'-fosfonukleozydy pirym idynowe, a pozostałe dłuższe łańcuchy 
rozszczepiają się na dwu- i trójnukleotydy, z których każdy zakończony 
.jest nukleotydem  pirym idynow ym  w postaci cyklicznej lub w postaci 
o^fosfonukleozydu (rys. 50). Na załączonym rysunku litera  U oznacza 
uracyl, litera  P — resztę fosforanową:

Działanie rybonukleazy trzustkow ej sprawdzono w pracow ni T o d d a 
(35, 40) na związkach syntetycznych i potwierdzono poprzednie wnioski,
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że rybonukleaza działa podobnie do alkaliów, z tą  różnicą, że rybonukleaza 
odszczepia tylko nukleotydy pirym idynow e i to wyłącznie w postaci 
fosforylowanej przy C3'.

Tak np. estry  benzylowe kwasu urydyno- lub cytydyno-3'-fosforowego, 
po podziałaniu rybonukleazą trzustkow ą ulegały hydrolizie (via odpo

wiedni związek 2 ':  3' cykliczny) na 3 '-fosfourydynę lub 
3'-fosfocytydynę (rys. 51).

Na rys. 51 działanie enzym u zaznaczono linią przeryw a

l i

0 =

Rys. 50. Schem at działania rybonukle- 
azy trzustkowej (M arkham i Smith).

cC
H -C..-O H O 

I " .
H - C 3- 0 —  P — i - O —c h 2c 6h 5

I
H - C i

C 5.H2OH

Rys. 51. D ziałanie traw ienne  
rybonukleazy trzustkowej.

5' .O .

\

ną. Odpowiednie estry  benzylowe nukleozydu 2'-fosforowego w podobnych 
w arunkach nie ulegały hydrolitycznem u działaniu rybonukleazy. N ukleoty
dy cykliczne są produktam i pośrednim i w tych procesach hydroli tycznych
i z tych nukleotydów rybonukleaza trzustkow a rozszczepia pierścień ty l
ko nukleotydów cyklicznych pirym i
dynowych, dając również tylko nu- 
kleotyd w konfiguracji b (3'-fosfonu- 
kleotyd). Z tego wynika, że rybonu- 
kleazę trzustkow ą można uważać za 
specyficzną fosfodwuesterazę, która 
rozszczepia tylko drugorzędowe w ią
zanie estrowe 3'-fosfonukleozydu pi
rymidynowego (201). Rozszczepia ona 
również cykliczny nukleotyd, gdyż
i w nim w ystępuje tego typu wiązanie 
(rys. 52).

Mniej specyficzne działanie w yka
zuje rybonukleaza wyizolowana ze 
śledziony, gdyż odszczepia zarówno

rybonukleaza

zasada
pirymidynowa

... „ /C-—C
Ó ÓH

0 = P - 0 H

........ I.......  zasada *
purynowa lub
pirymidynowa

N ;
, / ■

-C

O

\

Rys. 52. M echanizm  działania rybonu
kleazy trzustkow ej (Markham i Sm ith  

1952).
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NH

nukleotydy purynow e jak i pirym idynow e. P rodukty  działania tego enzy
mu są to również w znacznej większości 3'-fosfonukleozydy (116,41). 
W pracow ni T o d d a sprawdzono działanie tego enzymu na estrach syn

tetycznych. Stwierdzono, że enzym ten odszczepia resztę 
benzylową od estru benzylowego kwasu adenozyno-3'- 
-fosforowego, a nie atakuje podobnego połączenia z kw a
sem adenozyno-ż^fosforow ym  (rys. 53).

Na rysunku tym  hydrolityczne działanie enzym u za
znaczono linią przeryw aną.

Z omówionych danych wynika, że 
w rozgałęzionym łańcuchu polinukle- 
otydowym  KRN nukleotydy puryno
we jak  i pirym idynowe wiążą się mię
dzy sobą w ten sposób, że kwas fosfo
rowy estryfikuje grupę wodorotleno
wą Cs' jednego nukleotydu oraz ta 
ką samą grupę C5' drugiego nukleo
tydu, podobnie jak w KDN (patrz 
rys. 48). Znalezione w hydrolizatach 

KRN kwasy nukleozydo-2'-fosforowe są prawdopodobnie artefaktam i.

H -C t-OH
r

H—Cp—
I

H -C  —

O  O
-p- ^ o - c h 2q h 5
ÓH

Rys. 53. 
kleazy

C-H2OH

D ziałanie traw ienne rybonu- 
śledzionow ej (Brown, Heppel 

i H ilm oe 1954)!.

Łańcuchy rozgałęzione

Rozważano również możliwości w ystępow ania rozgałęzień w łańcu
chu KRN.

N ajbardziej praw dopodobnym  m iejscem  przyłączenia łańcucha boczne
go do łańcucha głównego jest C2' związany grupą fosforanową z C3' 
pierwszego nukleotydu rozgałęzienia. Tylko takie połączenie umożliwia 
powstawanie w łańcuchu bocznym ugrupow ania cyklicznego, a po od- 
szczepieniu łańcucha bocznego — także w łańcuchu głównym.

Możliwością powstawania takich w iązań tłum aczona jest podatność 
KRN na alkaliczną hydrolizę. Powiązanie C2 ' łańcucha głównego z C5' 
łańcucha bocznego wykluczałoby możliwość takiego wewnątrzcząsteczko- 
wego przegrupowania i tworzenia układu cyklicznego.

Omawianą koncepcję budowy łańcucha KRN starali się udowodnić 
A n d e r s o n  i współpracownicy (5) m etodą m etylow ania KRN. Jak  wi
dać z rysunku 54 ryboza może być jedno-, dw u- lub  trzykro tn ie fosfory- 
lowana (na zakończeniach łańcucha, w środku i w m iejscach rozgałęzień). 
Po zm etylow aniu KRN i ostrożnej hydrolizie, w hydrolizacie powinna 
występować m ieszanina dwum etylorybozy (powstająca z jednofosforylo-
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wanej rybozy), m onom etylorybozy (z dwufosforylowanego cukru) i rybo
zy (z trójfosforylowanego związku). Analiza hydrolizatu stw ierdziła w y
stępowanie wszystkich trzech rodzajów pochodnych rybozy.

Miejscem rozgałęzienia może być również kwas fosforowy i taką su
gestię wysunęli już przed kilku laty  F l e t c h e r  i współpracownicy 
(97). Za taką sugestią przem aw iają również w yniki potencjometrycznego 
m iareczkowania pierwszorzędowych grup fosforanowych.
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Rys. 54. Schem at rozgałęzionego łańcucha KRN (Brown i Todd 1952).

W przedstaw ionym  schemacie (rys. 54) na każdą cząsteczkę kwasu 
fosforowego przypada jedna wolną grupa pierwszorzędowa. Grupa dru- 
gorzędowa w ystępuje tylko na zakończeniu łańcucha. W yniki m iarecz
kowań wykazały obecność znacznych ilości grup drugorzędowych 
(93, 273), natom iast zawartość grup pierwszorzędowych — mniejszą niż 
w ynika z teoretycznych rozważań. Ten niedobór pierwszorzędowych grup 
fosforanowych wskazuje na możliwości rozgałęzienia łańcucha KRN przez 
trzykro tną estry fikać ję kwasu fosforowego (46). Układ taki jest mało 
odporny na działanie alkaliów, toteż tego typu rozgałęzienia są mało 
prawdopodobne w łańcuchu KDN.
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W oparciu o om aw iane wyniki J o r d a n  (130) w 1952 r. zapropo
nował następujący  schem at łańcucha KRN (rys. 55).
W schemacie tym  najczęściej spotykane wiązanie miiędzynukleotydo- 
we, w k tórym  ryboza jest podwójnie zestryfikowana, zaznaczono literą A. 
L iterą  B zaznaczono wiązanie międzynukleotydowe, w którym  ryboza jest 
potrójnie zestryfikow ana. Takie wiązanie tłum aczyłoby pewien nadm iar 
drugorzędowych grup fosforanowych, stw ierdzonych potencjom etrycz-

X
O

A /  / °  
zasada — ryboza -  O -r P

0 /  OH

c /  n o
zasada-^, ryboza —Qp, p ,

O O
HO X  A X  O O OH1 X  , X  # \  /

0 = P  zasada — ryboza -  O ~ P zasada — ryboza -  O -  P = O
1 X  \  X0  X  OH OH

1 A/
zasada — ryboza zasada — ryboza — O  -  P

X  X OH
O

B ^OH
zasada — ryboza — O ~ P = O  

\  X OH

° v
zasada — ryboza -  O -  P = O

X
Rys. 55. Schem at rozgałęzionego łańcucha KRN (Jordan 1952).

nym  m iareczkowaniem  przez F l e t c h e r a  i współpracowników (97); 
Z. i t l e  (273) i  innych. Grupy drugorzędowe: jak już wspomniano wyżej, 
mogą występować również na  zakończeniach łańcucha. Miejsca rozgałę
zienia łańcucha za pośrednictw em  wolnej grupy wodorotlenowej rybozy 
(ryboza potrójnie zestryfikowana) zaznaczono literą  C. Punkty  zaznaczone 
lite rą  D podają nam  m iejsca rozgałęzienia przez trzykro tną estry fikać ję 
kw asu fosforowego. J o r d a n  przew iduje również możliwości powiąza
nia łańcucha przez kwas fosforowy potrójnie zestryfikowany, tak jak po
dano w punkcie E. Za tego typu wiązaniem  przem aw iają prace B e c k e -

http://rcin.org.pl



[33] B U D O W A  K W A SÓ W  N U K L EIN O W Y C H 47

Pur ■Cj.—  C;--- C..
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P

■c— Cj—c.

r a i A l l e n a  (12). Stw ierdzili oni, że w  KRN drożdżowym na każde 
25 ryboz przynajm niej jedna posiada, dwie wolne grupy hydroksylowe 
przy Co' i C:/ (ugrupow ania glikolowe). Do wniosków tych doszli w y
m ienieni autorzy na podstawie reakcji u tleniania KRN, przeprow adza
nej przy pomocy czterooctanu ołowiu. Proces ten  prowadzący, podobnie 
jak  i utlenianie nadjodanem , do rozszczepiania ugrupow ania glikolowego, 
jest jednakże znacznie szybszy — kończy się już po upływie 5 m inut (83).

W kilku innych pracowniach również stwierdzono, że w enzym atycz
nym  (rybonukleaza) hydrolizacie KRN drożdżowego w ystępuje pew na 
ilość związków dających się m iareczkować nadjodanem  lub czterooctanem  
ołowiu (2, 55).

Prawdopodobieństwo występowania rozgałęzionych łańcuchów KRN 
zostało zwiększone przez ostatnie prace C o h n a  i i V o l k i n a  (66). 
Hydrolizowali oni KRN (drożdżowy, w ątroby cielęcej, grasicy) dw ueste- 
razą, otrzym aną z jadu  węży i po unieczynnieniu 5'-nukleotydazy o trzy
mali w hydrolizacie przede wszyst
kim  5'-fosfonukleozydy (80%) za
równo purynow e jak  i pirym idy
nowe. Stwierdzono również, że w 
otrzym anym  hydrolizacie znaczna 
część cytydyny i u rydyny  w ystę
puje w postaci mieszaniny 2',
5'-dwufosfonukleozydów i 3', 5'- 
-dwufosfonukleozydów. Znaleziono 
tam  także praw ie taką samą ilość 
nukleozydów purynowych. A uto
rzy tłum aczą to tym , że pierwsze 
z tych produktów  (dwufosfonukle- 
ozydy) powstają podczas hydrolizy 
rozgałęzionego łańcucha z miejsc 
oznaczonych na rysunku literą A.
Nukleozydy purynow e powstają na 
zakończeniach tych rozgałęzień w 
miejscach oznaczonych literą B,
jak  to widać z załączonego schem atu (rys. 56). Linią przeryw aną zazna
czono działanie dwuesterazy.
Należy jednakże dodać, że mimo wielu sugestii, do dziś dnia brak jest 
przekonyw ających, bezspornych dowodów, stw ierdzających w ystępow a
nie rozgałęzień w łańcuchu KRN.

Pir Pir

\J
V

— \ --
p
\

"Cl c s. - - -\- - 
p
\

\c\.

Pir

Rys. 56. Schem at rozgałęzionego łańcucha  
KRN. (Cohn i Y olkin 1953).
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Sekwencja nukleotydów

Postępy w badaniach s tru k tu r łańcucha KN w płynęły na  wzmożenie 
zainteresow ań składem  tych związków, a następnie kolejnością ułożenia 
poszczególnych składników w długim  łańcuchu polinukleotydowym . To 
ostatnie zagadnienie staje się coraz bardziej palące, gdyż wyniki analiz 
wskazują, że tkanki różnych gatunków  roślin czy zw ierząt różnią się nie 
tylko zawartością obu rodzajów kwasów, ale należy się liczyć także z róż
nicami w składzie i właściwościach tych związków. Tak np. B e n d i c h
i współpracownicy (20, 22), po przebadaniu KDN wyizolowanych z jelit, 
śledziony, trzustki, nerek, mózgu, jąder i regenerującej się w ątroby, 
stw ierdzili w każdym  z tych narządów występowanie przynajm niej dwu 
rodzajów KDN, różniących się rozpuszczalnością w 0,87% NaCl. D o u n c e  
(74), zakładając, że KN służą do syntezy łańcucha białkowego, wysuw a 
naw et hipotezę, że w każdej komórce w ystępuje tyle różnego rodzaju KN, 
ile pow staje tam  rodzajów specyficznych białek. Taka rozmaitość w budo
wie cząsteczek KN jest możliwa, gdyż, przyjm ując np. masę cząsteczki 
KN na 100000 i całkowitą swobodę w rozmieszczaniu czterech nukleoty
dów w długim  łańcuchu polinukleotydowym , to teoretycznie mogłoby 
powstać 4X 10 8 7 różnych KN. Toteż w ostatnich latach wiele wysiłków 
poświęcono poszukiwaniom metod, pozwalających na ustalenie sekwencji 
nukleotydów w łańcuchu KN.

S tara teoria L e v e n  e ’a, zakładająca, że w łańcuchach tych związ
ków nukleotydy purynow e i pirym idynow e przeplatają  się wzajem nie, 
upadła, stwierdzono bowiem, że w wielu KRN stosunek puryn  do piry- 
m idyn daleko odbiega od jedności. Znaleziono również w hydrolizatach 
zarówno KRN (200) jak  i KDN (236, 238, 239) dw unukleotydy lub fosfo- 
dwunukleozydy, zbudowane z tego samego rodzaju zasad. Szczególnie 
owocne były prace, wykonane w pracowni M a r k h a m a  i S m i t h a  
(201). Autorzy ci traw ili KRN rybonukleazą, dializowali powstały hydro
lizat i analizowali następnie zarówno składniki, k tóre przeszły przez błonę 
półprzepuszczalną, jak  i fragm enty, k tóre pozostały w worku celofano
wym. Te ostatnie uważano dotychczas za rdzeń kwasu nukleinowego, d łu
gi łańcuch zbudowany z nukleotydów  purynow ych (197). Okazało się, że 
są to tylko krótkie segmenty, zbudowane z dwu do czterech nuk leo ty 
dów purynowych, a zakończonych nukleotydem  pirym idynow ym  a lub b. 
W dializacie stwierdzono natom iast występowanie przede wszystkim 
nukleotydów pirym idynow ych oraz m inim alnej ilości cyklicznych mono
nukleotydów  purynowych. Po przeanalizowaniu om awianych fragm entów, 
M a r k h a m  i S m i t h  ustalili podany niżej schem at KRN (rys. 56a), 
w którym  nukleotydy powiązane są w długi, nierozgałęziony łańcuch o dość
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zasada zasada

OH fosfomono
esteraza

zasada

OH

.O. zasada

urozmaiconym składzie. Sekwencji poszczegńlnych fragm entów nie udało 
się jednak ustalić:

AC : U : C : UC : C : GAGC : U : C : C : AAGU : GU : U : C : C : GC : C :
: U : AGC : A!

Rys. 56a. Schem at n ierozgałęzionego łańcucha KRN (Markham i Sm ith 1952).

W podanym łańcuchu literam i A, G, C, U oznaczono kwasy: adenilo
wy, guanilowy, cytydylow y i urydylow y. Dwukropkiem  oznaczono w ią
zania ulegające hydrolityczne- 
mu działaniu rybonukleazy, w y
krzyknikiem  — cykliczny nu- 
kieotyd purynow y, znajdujący 
się na końcu łańcucha. Na py ta
nie, czy łańcuch KRN może być 
także zakończony nukleotydem  
pirydynow ym , autorzy nie mogą 
odpowiedzieć, gdyż cykliczne 
wiązanie w nukleotydach p iry 
midynowych ulega rozszczepie
niu w czasie traw ienia rybonu- 
kleazą. Dowolnie także roz
mieszczono w łańcuchu poszcze
gólne, znalezione w hydroliza
tach fragm enty, brak bowiem 
metody pozwalającej na ustale
nie ich kolejności. Może ostat
nia praca, jaka wyszła w listo
padzie 1954 r. z pracowni 
M a r k h a m a  (267, 268) pozwo
li choć w części na rozwiązanie 
tego zagadnienia.

Metoda polega na defosfory- 
lacji końcowego nukleotydu 
przy pomocy fosfom onoestera- 
zy. Dzięki usunięciu kwasu fo 
sforowego, na zakończeniu łań
cucha powstaje ugrupowanie 
glikolowe, które u tlenia się nad
jodanem. Rozszczepiony końco
wy nukleozyd można następnie oderwać od łańcucha polinukleotydowego 
przez podgrzanie roztw oru do tem p. 37° przez 18 godzin w środowisku al
kalicznym  (pH-10). Pow staje łańcuch skrócony o 1 nukleotyd (rys. 57).

OH

N a J 0 4

zasada

zasada
pH-10
18g 3,7“

OH

O zasada

zasada

Rys. 57. D egradacja oligonukleotydu. 
(W hitfeld 1954).

4 P o s tę p y  B io c h e m ii
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Przez pow tarzanie tego procesu można usuwać kolejno następne nu- 
kleotydy. M etoda ta  została wypróbow ana z dobrym  efektem  na kilku 
dwu- i trój nukleotydach. Czy będzie ją  można zastosować do dłuższych 
łańcuchów — przyszłość pokaże. Należy zaznaczyć, że tą  m etodą można 
oznaczać sekw encje nukleotydów  tylko w łańcuchu polirybonukleotydo- 
wym  nierozgałęzionym.

W ostatnich dwóch latach przeprowadzono również pewne próby w ce
lu ustalenia sekwencji nukleotydów  w łańcuchu KDN. Pewne światło na 
te zagadnienia rzucają prace T a m m a  i C h a r g a f f a  (248, 245, 246, 
247), którzy, hydrolizując KDN w środowisku kw aśnym  (pH-1,6, przez 
24 godziny w temp. 37°), usunęli z niego wszystkie zasady purynow e bez 
naruszenia s tru k tu ry  łańcucha i rozmieszczenia zasad pirym idynow ych. 
Podczas tych procesów KDN ulega pewnej depolimeryzacji i pow stają

C3 - O n O

C4- ° h  ¿ j^ 0  C4 OH

c,-ox o 
p

- c s
(a)

\
O

C 5
(b)

\
OH o

5"
(c ) (d)

C —  O 'O c  —  o  n  
I Np^ I " p ^

c. - ° '  N o  . c. ~ 0 '  X 0  ..
I K I  . X

c-o  o
Np^

' \  
OH o

- C
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Cr °H  ¿ h OH + ((- - OH ¿ H OH +
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. 0 °  
p
' \  

OH O

c 5- o h
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Rys. 58. D egradacja łańcucha kw asu apurynow ego  
w środow isku alkalicznym . (Tamm i w spółpr. 1953).

m niejsze agregaty o masie około 1500, nazwane przez autorów  „kw asa
mi apurynow ym i“. Łańcuch kwasu apurynowego zbudowany jest z nu
kleotydów pirym idynow ych oraz z dezoksyrybofosforanów. W tych ostat
nich stwierdzono obecność wolnych grup aldehydow ych (barwna reakcja 
z odczynnikiem Schiffa). Okazało się, że kwas apurynow y, podobnie jak 
KRN, w środowisku alkalicznym  ulega częściowej degradacji. Zjawisko 
to autorzy tłum aczą tym, że po oderw aniu się pu ryn  część dezoksyryboz 
przechodzi z postaci półacetalowej w postać aldehydową, dzięki czemu

http://rcin.org.pl



[37] B U D O W A  K W A SÓ W  N U K L EIN O W Y C H 51

przy C4'  powstaje wolna grupa hydroksylowa. Takie ugrupow anie jest 
podatne na działanie alkaliów, gdyż pow stają możliwości tworzenia się 
przejściowych układów ' cyklicznych, jak  to podano na rys. 58.

Na rysunku tym  (a) i (b) przedstaw iają fosfodezoksycukry w postaci 
aldehydowej, (c) i (d) — nukleotydy pirym idynow e lub fosfodezoksyry- 
bozę w postaci półacetalow ej. Analiza fragm entów, otrzym anych podczas 
hydrolizy kwasu apurynowego wykazała, że w łańcuchu KDN w ystępują 
kolejno pewne przestrzenie nukleotydów  pirym idynowych, przeplatane 
fragm entam i, w których dom inują nukleotydy purynowe. Na podstawie 
tych analiz, zdaniem  autorów, łańcuch KDN m ożnaby ująć w następu ją
cy wzór:

(P u ri7Ty2Cy2) (T y i5C y io P u ri2)n ( T a m m  i współpr. 1953)

W podanym  wyżej wzorze litery: Pu, Ty i  Cy oznaczają nukleotydy 
purynowe, kwas tym idylow y i cytydylowy.

W roku 1954 wprowadzono (129) drugą metodę, k tóra może pozwoli 
na choćby częściowe ustalenie sekwencji w łańcuchu KDN. Metoda opie
ra się na spostrzeżeniach L i i  współpracowników (191) oraz T a m  m a
i współpracowników (245). że KDN, traw iony słabym  kwasem m ineral
nym, traci zasady purynowe, a związane z łańcuchem  KDN dezoksyrybo- 
zy przechodzą w postać aldehydową. Pow staje kw as apurynow y. Po 
podziałaniu stężonym  kwasem  tiioglikolowym (98°/o) w obecności ka ta li
zatorów (chlorek cynkowy i bezwodny siarczan sodu), na miejsce każdej 
puryny przyłączają się dwie grupy karboksym etylom erkaptolowe, jak  to 
zaznaczono na rys. 59.

Taki łańcuch, w  m yśl om awianej teorii B r o w n a  i T o d d a ,  powi
nien ulegać hydrolitycznem u działaniu alkaliów, gdyż w otw artym  łańcu
chu dezoksyrybozy powstaje przy C± wolna grupa hydroksylowa. Dzięki 
tem u pow staje możliwość utw orzenia się cyklicznego dw uestru fosfora
nowego, podobnie jak  przy alkalicznej hydrolizie KRN. Łańcuch może 
zostać przerw any w m iejscach zaznaczonych linią przeryw aną (a i b).
I w jednym  i w drugim  przypadku powstanie m ieszanina polinukleoty- 
dów pirym idynow ych, z k tórych każdy zakończony jest grupą 2-dezoksy- 
-D-rybofosforanową ze związanymi z nią dwoma grupam i karboksym ety- 
lom erkaptalow ym i. Po rozdzieleniu m ieszaniny (chromatograficznie, jono- 
foretycznie) oznaczanie stosunku P:S pozwala na ustalenie ilości nukleoty
dów pirym idynow ych w rozdzielonych fragm entach łańcucha. W jednym  
z takich fragm entów  znaleziono np. 1,95 moli tym iny, 1 mol cytozyny
i 3, 94 atom y fosforu na 2 atom y siarki. Z danych tych wynika, że anali
zowany związek był trójnukleotydem  pirym idynow ym  zakończonym fos- 
fodezoksyrybozą z dwoma grupam i karboksym etylom erkaptolowym i. Jest
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to zarazem  jeszcze jeden z dowodów, że w łańcuchu KDN może w ystę
pować obok siebie kilka nukleotydów pirym idynowych.

Przy podsumowaniu dotychczasowych osiągnięć na tem at budowy 
kwasów nukleinowych można dziś przyjąć, że budowa nukleozydów i n u 
kleotydów została ustalona, co potwierdzono syntezą. Ustalono również,

/
0 =  P - O H  

i
O

c h 2

\
I0

/
0 = P -O H

0

c h 2

/ S K

V -0
/

O = P - OH
i

• OI

-puryna

SU CH2COOH

■pirymidyna

pirymidyna

S —CHoCOOH

S -CHoCOOH

pirymidyna

O = P - OH

Rys. 59. Oznaczenie kolejności nukleotydów  w  KDN. 
(Jones i Letham  1954).

że w łańcuchach zarówno KRN jak  i KDN wiązania m iędzynukleotydowe 
są typu dwuestru, w którym  C3 jednego nukleozydu jest powiązany kw a
sem fosforowym z C5 drugiego. Łańcuchy KDN są nierozgałęzione, a roz
gałęzień w KRN dotychczas nie udowodniono. Należy przyjąć również 
dużą rozmaitość w rozmieszczeniu nukleotydów  purynow ych i p irym idy
nowych. Ustalono budowę m niejszych fragm entów  łańcucha i stw ierdzo
no, że mogą w nich występować obok siebie nukleotydy o takich samych
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zasadach. Sekwencji dłuższych fragm entów  nie udało się dotychczas 
ustalić.

W tym  krótkim  referacie omówiono tylko najw ażniejsze prace, gdyż 
badania na ten  tem at, szczególnie w ostatnich latach, mnożą się w postę
pie geometrycznym.

Ostatnie miesiące przyniosły nowe osiągnięcia, znaleziono nowe po
chodne purynow e nieznane dotychczas.

W KDN różnego pochodzenia stwierdzono występowanie czynnika nie
zbędnego do procesu 'podziału kom órki (274). Czynnik ten, nazwany kine- 
tyną (275), okazał się aktyw ny w bardzo wielkim 
rozcieńczeniu (0,01 część na milion), lecz tylko w obec
ności auksyny (kwas indolooctowy). Udało się wyizo
lować kinetynę z KDN sperm y śledzi, z KDN grasicy 
cielęcej a następnie zanalizować, a nawet otrzymać 
syntetycznie aktyw ną kinetynę (276). Okazało się że 
jest to 6-furfuryloam inopuryna, związek o następują
cej budowie (rys. 60).

Podobnie nową pochodną adeniny, m etylowaną 
przy grupie aminowej, znaleziono w antybiotyku pu- 
romycynie, a naw et otrzym ano ją syntetycznie (277—
279). Okazało się że puryna ta powiązana jest w purom ycynie wiązaniem 
glikozydowym z aminorybozą, tworząc aminonukleozyd: 6-dwum etylo- 
amino-9-(3 -am ino-3/-dezoksy-/?-D-rybofuranozylo)-purynę (rys. 61).

Aminonukleozyd ten świetnie zwalcza gruczolaki 
i Trypanosoma eąuiperdum  myszy (280).

Nieznane dotychczas pochodne adeniny znaleziono 
również w grupie w itam iny Bi 2 . Są to 2-m etylopury- 
ny. Jedną z nich znaleziono w tzw. czynniku A

OH

Rys. 60.

N=(CH3)2

NHo OH

Rys. 61. Rys. 62. Rys. 63.

(factor A) wyizolowanym z treści przewodu pokarmowego i z kału cieląt 
(2,81). Czynnik ten tym  różni się od w itam iny B i2 , że w swojej cząsteczce, 
zamiast 5,6-dwumetylobenzimidazolu, zawiera 2-m etyloadeninę (rys. 62). 
Drugą znaleziono w czynniku H, wyizolowanym z nawozu świń (282). Zna
leziono tam  2-m etylohipoksantynę (rys. 63).
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T OM II 1956 ZESZY T  1

W A N D A  L E Y K O  i B RO N ISŁAW  FILIPOWICZ

Przestrzenna budowa kwasów nukleniowych

Kwasy nukleinow e (KN) są to polim ery o długim łańcuchu i o dużym 
ciężarze cząsteczkowym. Dość dobrze poznane zostały elem enty wcho
dzące w skład nukleotydów, monomerów, z których zbudowany jest łań 
cuch. Ustalono m iejsca powiązania tych elementów: puryn  i pirym idyn 
z cukram i i kwasem  fosforowym, a uzyskane wyniki potwierdzono syn
tezami. Ustalono również, że głównym, jeżeli nie jedynym , wiązaniem  
m iędzynukleotydow ym  jest wiązanie typu dwu estru, w którym  kwas fos
forowy wiąże grupę hydroksylową C3, jednego nukleozydu z grupą h y 
droksylową C5, drugiego nukleozydu. Odtworzono m niejsze fragm enty  
łańcuchów różnego rodzaju kwasów nukleinowych, opracowano m etody 
izolowania tych związków w możliwie niezm ienionym  składzie itp. Na 
otrzym anie tych wyników złożyła się osiemdziesięcioletnia praca całej 
plejady uczonych. Natom iast przestrzenna budowa kwasów nukleinowych 
jest jeszcze daleka od ostatecznego wyjaśnienia, ale i historia wysiłków 
nad rozwiązaniem  tego zagadnienia nie jest jeszcze zbyt długa. Badania 
ostatnich lat podają jednak wiele ciekawych koncepcji struk tu ry  tych 
z w ią z k ó w . Przytoczym y w dużym  skrócie najw ażniejsze prace na ten  
tem at.

Pierw sze poglądy na budowę przestrzenną kwasów nukleinow ych 
ogłosił w roku 1938 A s t b u r y  (3, 4), a następnie przedstaw ił w roku 
1946 na Sym pozjum  o kwasach nukleinowych w Cam bridge (2). Na pod
stawie rozważań teoretycznych, uwzględniając dużą gęstość właściwą 
kwasów nukleinowych oraz w ym iary atomowe, A s t b u r y  dochodzi do 
wniosku, że odległości między kolejnym i nukleotydam i muszą być nie-, 
zwykle małe. Gęstość dezoksyrybonukleinianu sodu grasicy równa się 
1,63 g/cm :i, przeciętny ciężar cząsteczkowy nukleotydu wynosi około 330, 
a przeciętna jego powierzchnia, wyliczona ze znanych wym iarów atomo
wych, około 13,5 X 8 A. Jeśli przyjąć, że nukleotydy leżą jeden nad d ru 
gim w odległości T od siebie, to:

T X (13,5 X 8) X 1,63 =  1,65 X 330
stąd T =  3,1 A

[fi]
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(1,65 X 10 24g jest jednostką ciężaru atomowego tj. jedną szesnastą masy 
atom u tlenu).

Na podstawie tych wyliczeń A s t b u r y  wyraża pogląd, że cząsteczki 
dezoksyrybonukleinianu sodu i innych polinukleotydów o podobnie dużej 
gęstości, tworzą sztywne kolum ny ściśle nałożonych na siebie nukleoty- 
dów, podobnie do m onet ułożonych w rulon, jedna na drugiej. Zdjęcia 
rentgenograficzne, wykonane dla dezoksyrybonukleinianu sodu, potw ier
dzają zdaniem A s t b u r y ’e g o, ten pogląd. Zdjęcia w ykazują silny 
refleks południkowy (merydionalny) w odległości 3,4 A. A s t b u r y  od
ległość tę przyjm uje za przeciętną grubość nukleotydu. Ponieważ ze zdjęć 
tych wynika, że podstawowy, pow tarzający się układ wzdłuż osi włókna 
leży w odległości 27 A, więc zasadniczy elem ent budowy kwasów nuklei
nowych składałby się z 8 nukleotydów. Na podstawie badań rentgeno- 
graficznych nie można jednak wysnuć wniosków co do rodzaju połączeń 
i kolejności nukleotydów. A s t b u r y  dodaje, że przytoczone przez nie
go dane nie w ykluczają możliwości śrubowej budowy cząsteczki. Przy 
budowie śrubowej nukleotydy sąsiednich cząsteczek m usiałyby się ściśle 
przeplatać w bardzo regularny sposób, co w ydaje się A s t b u r y ’e m u 
mało prawdopodobne.

Zasada—cukier
Kw. fosforowy

Zasada—cukier ^
Kw. fosforowy

Zasada—cukier
^ Kw. fosforowy 
/

Rys. 1. Schem at budow y polinukleotydu (wg książki 
B utlera i Randalla „Progress in  B iophysics“ 1950.

Str. 67).

Dla kwasu rybonukleinowego A s t b u r y  otrzym ał obrazy dyfrak
cyjne, charakterystyczne dla związków bezpostaciowych. Przypuszcza on 
przez analogię, że i te kwasy zbudowane są z kolum n nukleotydów  i są
dzi, że nie może być zasadniczych różnic w budowie obu typów kwasów 
nukleinowych. Schem at budowy polinukleotydu, zgodnie z koncepcją 
A s t b u r y ’e g o ,  przedstaw iony jest na rysunku 1.

A s t b u r y  silnie podkreśla podobieństwo budowy łańcucha KN do 
białka, gdyż nukleotydy wzdłuż łańcuchów polinukleotydowych umiesz
czone są w tych samych odległościach (3,4 A) co aminokwasy w łańcu
chu /^-proteinowym. W ten sposób, gdy kwas nukleinow y i białko są
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z sobą połączone, różne grupy np. fosforanowe nukleotydów i zasadowe 
aminokwasów mogą ze sobą reagować bez naruszenia głównego łańcucha.

Pew ne korekty  do schem atu A s t b u r  y ’e g o wprowadza F u r  b e r  g 
(20—23). P rzy  użyciu prom ieni rentgenow skich bada on struk tu rę  k ry 
stalicznej cytydyny (20), a następnie badania te  rozszerza na urydynę, 
adenozynę i guanozynę (22). F u r  b e r g potwierdza przede wszystkim  
/“-konfigurację wiązania glikozydowego pomiędzy cukrem  a zasadą. Kon
figurację taką udowodniono przedtem  m etodami chemicznymi (9). Po
tw ierdza również furanozową budowę cukrów w ystępujących w tych 
związkach, co było już przedtem  poparte syntezą wykonaną w pracow ni 
T o d d a (37). F u r  b e r  g stw ierdza również, że płaszczyzny pierścieni 
pirym idynowego i rybofuranozy w nukleotydzie lub nukleozydzie nachy
lone są wzajem nie pod kątem  około 90°, jak  to podano na rysunku 2.

Zdaniem F u r b e r g a ,  w podanym  ugrupow aniu pierścień zasady jest 
płaski, gdy węgle i tlen, wchodzące w skład pierścienia cukrowego nie 
leżą w jednej płaszczyźnie.

W edług wcześniejszych poglądów H e n d r i c k s a  (26) i A s t b u- 
r  y ’e g o (2), pierścienie zasad i pierścienie cukrów ułożone są w kwasach 
nukleinowych równolegle.

Na podstawie swoich spostrzeżeń F u r b e r g  dowodzi, że w łańcu
chu kw asu nukleinowego trzon związku, zbudowany z kwasu fosforowe
go i cukru, tw orzy bądź linię śrubową, opasującą zasady umieszczone w e
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wnątrz, bądź też tw orzy linię łamaną, zygzakowatą, z zasadami um ie
szczonymi na zewnątrz. Jeden z takich modeli, zaproponowanych przez 
F u r b e r g a ,  podany jest na rysunku 3.

Jak  widać z powyższego modelu, nukleotydy rozmieszczone są wzdłuż 
osi łańcucha co 3,4 A, podobnie jak  w modelu zaproponowanym  przez 
A s t b u r y ’e g o. Sugestie F u r b e r g a  zostały później poparte bada

niam i w podczerwieni, przepro
wadzonymi przez F r a s e r 
i F r a s e r a  (19).

W tymże czasie ogłasza swoją 
pracę R o n w i n  (35) (1951). 
Jest to praca, która ma dziś ra 
czej znaczenie historyczne, o 
której należy jednakże wspom
nieć z racji oryginalnej koncep
cji budowy łańcucha KN. Zda
niem  R o n w i n a, trzon czą
steczki kwasu nukleinowego 
zbudowany jest ze spolimeryzo- 
wanego łańcucha bezwodników 
kwasów fosforowych (P2 0 s)n 
(rysunek 4).

. Nukleotydy w modelu R o n -  
w i n a leżą płasko jeden nad 
drugim  w 4 rzędach, ich osie 
przecinają się pod kątem  pro
stym  w środku trzona fosforo
wego. Odległości między nukle- 

otydam i, obliczone na podstawie proponowanej struk tu ry , są w zgodzie 
z danymi A s t b u r y ’ e g o .  Proponowany wzór pozwala na każdą kolej
ność i stosunek nukleotydów. We wzorze tym  przypada tylko jedno wią
zanie e s tro w i na każdy nukleotyd.

Praca R o n w i n a spotkała się z krytycznym  przyjęciem ; broni jej 
jeszcze w roku 1953 (36), lecz bez większego rezultatu.

Natom iast koncepcje o śrubowej budowie KN zyskują coraz więcej 
zwolenników. O pierają się one na teorii w ysuniętej przez uczonych ra 
dzieckich — O r e c h o w i c z a  i B r e s l e r a  (29), o śrubow ym  zwi
jan iu  się łańcucha peptydowego kolagenu.

Podobną budowę dla innych białek proponuje P  a u 1 i n g, k tóry  za 
tę  koncepcję otrzym ał w roku zeszłym nagrodę Nobla. P  a u 1 i n g 
i C o r e y, w oparciu o dotychczasowe wiadomości o kwasie dezoksyrybo
nukleinow ym  (KDN), sform ułow ali również teorię o śrubowej budowie
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tych związków (30—32). A utorzy ci przyjm ują, że olbrzym ia cząsteczka 
kwasów nukleinow ych posiada budowę cylindryczną o przekroju w przy
bliżeniu kołowym i średnicy 15—20 A. A nalizując zdjęcia rentgenogra- 
ficzne soli sodowej KDN, stw ierdzają w ystępowanie szeregu refleksów 
równikowych, odpowiadających średnicy cząsteczki 18,7 A. Na pod
stawie analogicznych rozważań, jakie przeprow adził A s t  b u r  y,

A A’ A"
nukleozyd nukleozyd nukleozyd

O

0
1 OH 

— O

B \ B’
nukleozyd

l

\
O nukleozyd

1
O OH OH

0
l/>H 

O —p — o
1
o

P— O — P

O ---- P-
I
o

OH

OH
O

O
| OH 
P — O

O — P O
| \  l 0H ! o — p —o

OH O I

c
nukleozyd

O C ‘
nukleozyd

O

z c z c
a u a u
s k s k

Da i a i
d e d e
a r a r

D"
nukleozyd

D'

Rys. 4. M odel R onwina. Widok z góry łańcucha kw asu nukleinow ego.

wyliczają, że odległości między nukleotydam i wynoszą około -1,12 A. 
Różnica w w ynikach wyliczeń powstaje dzięki tem u, że A s t b u r y  
przyjm ował, iż przekrój cząsteczki posiada w ym iary 8 X 13,5 A, gdy wg 
P a u l i n g a  cząsteczka posiada przekrój kołowy o średnicy 18,7 A. Zdję
cia rentgenograficzne, jak  wiadomo, w ykazują jednakże silne refleksy 
południkowe w odległościach 3,4 A. Wg P a u l i n g a  i C o r e y a ,  re
fleksy te  odpowiadają trzykro tnym  odległościom pomiędzy nukleotydam i 
i należy przyjąć, że cylindryczna cząsteczka KDN zbudowana jest z trzech 
śrubowych, splecionych ze sobą łańcuchów. Rdzeń (oś) cząsteczki zbu
dowany jest z reszt fosforanowych. Na każdym  poziomie wzdłuż osi czą
steczki znajdują się trzy  grupy fosforanowe, każda pochodząca z innego 
łańcucha polinukleotydowego, przy czym 6 atomów tlenu  (po dwa z każ
dego te traed ru  fosforanowego) tworzą oktaedr, jak  to widać na ry runku  5.

5 P o s tę p y  B io c h e m ii
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Linia śrubowa tw orzy się przez przesunięcie w górę kolejnego nukleo
tydu łańcucha i przez jego obrót o 105 stopni, dzięki czemu pow staje po
tró jna  śruba o skoku 3,88 A, a co ósma w arstw a pow tarza się tak i sam

układ przestrzenny. W modelu tym  płasz
czyzny puryn i pirym idyn są praw ie prosto
padłe do osi cząsteczki i znajdują^ się w ze
w nętrznej w arstw ie cząsteczki. P a u l i n g  
i C o r  e y sądzą, że połączenia kwasów n u 
kleinowych z białkami powstają w ten  spo
sób, ż ereszty aminokwasów tworzą wiązania 
z zasadami, ja  kto przyjm ow ał A s t b u r  y. 
wiązania z zasadami, a nie z grupam i fosfo- 
Zgodnie z tym  poglądem, reszty  am inokwa
sów m ogłyby znajdować się w środku równo- 
ległoboku, którego wierzchołki zajęte są przez 
cztery zasady purynow e lub pirym idynow e.

Należałoby tu  nadmienić, że jeżeli p rzy j
mie się cylindryczną postać kwasów nuklei

nowych, o przekroju w przybliżeniu kołowym oraz ich śrubow ą budowę, 
to pozostaje do wyboru jedynie potrójna lub podwójna śruba. Pojedyncza 
linia śrubowa, wobec dużej gęstości tych związków, dawałaby zbyt rzad
kie upakowanie nukleotydów, więcej niż potrójna — zbyt 
gęste ich ułożenie w przestrzeni.

P a u l i n g  i C o r e y  przyjęli budowę kwasów nuklei
nowych odpowiadającą potrójnej śrubie, opierając się na 
gęstości właściwej suchego dezoksyrybonukleinianu sodu.
Poglądy P  a u 1 i n g a skrytykow ali W a t s o n  i C r i c k  
(39—41) i zaproponowali nowy model cząsteczki kwasu de
zoksyrybonukleinowego, zbudowany z dwóch łańcuchów 
śrubowych (rysunek 6).

W a t s o n  i C r i c k  podkreślają, że zdjęcia rentgeno- 
graficzne były wykonywane dla uwodnionych postaci kw a
su nukleinowego o prawdopodobnie mniejszej gęstości 
właściwej, przy której proponowana przez nich struk tu ra  
podwójnej śruby  może dawać wystarczająco ścisłe rozmie-

Rys. 6. Model Watsona i Cricka. Dwie wstążki symbolizują łań
cuchy fosforanów-cukrów; poziome pręty — pary zasad przytrzy

mujących oba łańcuchy.

szczenie nukleotydów. Autorzy ci zaznaczają, że kwas dezoksyrybonu
kleinowy może istnieć w dwóch różnych postaciach:

A  — postać krystaliczna, zaw ierająca około 30% wody, dająca zdję-

Rys. 5. Model Paulinga i Co
rey a, obrazujący ułożenie nu
kleotydów w łańcuchu kwasu 

nukleinowego.
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cia renlgenograficzne, które wykazują powtarzającą się odległość wzdłuż 
osi włókna rów ną 28 A.

B — postać parakrystaliczna, powstająca odwracalnie z postaci A  
przy dalszym pobieraniu wody, przy czym długość jej wzrasta o około 
30°/o w porównaniu z postacią krystaliczną. Form a B w ykazuje bardzo 
silne refleksy południkowe w odległościach 3,4 A.

Refleksy równikowe są dla obu form takie same, a więc można przy
jąć, że ich średnice są również jednakowe.

S truk tu ra  proponowana przez W a t s o n a  i C r i c k a  odnosi się 
przede wszystkim do form y B — parakrystalicznej, przy czym przyjm ują 
oni, że 3,4 A odpowiada odległości między nukleotydam i. Z wartości 
gęstości można wyliczyć, tak  jak  to zrobili P a  u l i n g  i C o r e y ,  że 
odległości między nukleotydam i powinny wynosić 1,12 A, jednak pomia
ry gęstości wykonywano dla suchego kwasu dezoksyrybonukleinowego, 
nieznana jest natom iast gęstość form y B.

Ostatnio F r a n k l i n  i Goi i s i l i ng (16) zmierzyli gęstość form y 
A, w yniki ich pom iarów w skazują na obecność 24 nukleotydów na jed
nostkę siatki krystalograficznej. Jeżeli uwzględni się, że przy przejściu 
B -> A  następuje skrócenie w łókna o 30°/o, wówczas zamiast odległości 
3,4 A między nukleotydam i otrzym a się 3,4 X 0,7 ~  2,4 A.Można więc 
przyjąć, że s truk tu ra  A  zbudowana jest tak  jak i B — z dwóch łańcuchów 
polinukleotydowych, przy czym jednostkowy elem ent budowy każdego 
łańcucha zawiera 12 nukleotydów, a więc odpowiada odległości 12 X 2,4 =  
=  28 A, obserwowanej na zdjęciach rentgenograficznych form y krysta
licznej.

W a t s o n  i C r i c k  uważają, że w obu form ach kwasu dezoksyrybo
nukleinowego podstawowym  układem  są dwie linie śrubowe, utworzone 
przez owinięte wokół siebie łańcuchy polinukleotydów. Każda z tych 
linii śrubowych przypom ina nieco model F u r b e r g a  (20) tj. zasady są 
w ew nątrz cząsteczki, fosforany — na zewnątrz, a reszty cukrów — mnie] 
więcej prostopadłe do płaszczyzny zasad. Nowym rysem  tej s tru k tu ry  jest 
sposób powiązania obu łańcuchów przez zasady purynow e i pirydynowe. 
Płaszczyzny zasad są prostopadłe do osi włókna, przy czym połączone są 
one param i: jedna zasada z jednego łańcucha łączy się wiązaniami wo
dorowym i z drugą zasadą drugiego łańcucha (rys. 7).

W iązania takie mogą występować w sposób regularny tylko wtedy, 
jeżeli łączy się zawsze puryna z pirym idyną. Gdyby połączyć purynę 
z puryną, a następnie pirym idynę z pirym idyną, to wobec różnych w y
m iarów  zasad purynow ych i pirym idynow ych, odległości m iędzy łańcu
cham i m usiałyby się zmieniać, podczas gdy W a t s o n  i C r i c k  zakła
dają, że są one stałe.

5*
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W iązania wodorowe mogą występować między Ni puryny i N x pi
rym idyny oraz m iędzy podstaw nikam i C2 puryny  i podstaw nikam i C2 pi
rym idyny, wobec tego adenina może się łączyć tylko z tym iną (rysunek 8), 
a guanina z cytozyną (rysunek 9).

Gdyby np. adenina była w sąsiedztwie cytozyny, wówczas między azo
tam i grup aminowych znajdow ałyby się dwa wodory, podczas gdy m ię

dzy azotami pierścieni nie w ystępowałby żaden 
wodór.

Kolejność zasad w jednym  łańcuchu jest do
wolna, jeśli jednak zostanie ustalona w jakiś spo
sób, to w drugim  łańcuchu kolejność jest już auto
matycznie określona.

Za takim  sposobem wiązania się dwóch łańcu
chów polinukleotydowych w cząsteczce KDN prze
m awiają dane analityczne otrzym ane przez w ielu 
autorów i zebrane przez C h a r g a f  f a (5, 6). Da
ne te w ykazują, że stosunki m oralne puryn  i pi- 
rym idyn, a także stosunki adeniny do tym iny
i guaniny do cytozyny są bliskie jedności. Ostatnio 
zwrócono uwagę, że w KRN, izolowanych prze-

Rys. 7. Model Watsona i Cricka. Wiązania chemiczne 
w rdzeniu — fosforany-cukry przedstawione są za po
mocą drutu. (Opuszczono wszystkie atomy tlenu grupy 
fosforanowej, nie biorące udziału w wiązaniu estrowym). 
Czarne płytki metalowe symbolizuje pary zasad, jasne 
płytki — powierzchnie między zasadami, gdzie mogą się 

tworzyć wiązania wodorowe.

ważnie z m ateriału zwierzęcego, spotyka się podobne, bliskie jedności 
stosunki puryn  do pirym idyn, adeniny do uracylu i guaniny do cytozyny. 
Takie dane analityczne podają ostatnio E l s o n  i C h a r g a f  f (13), 
C r  o s b i e (8), C o h n  i V o l k i n  (7). Podobne wyniki otrzym aliśm y 
również w naszej pracowni, analizując KRN trzustk i bydlęcej i ludzkiei 
(14, 15).

Na tej zasadzie w roku zeszłym R i c h  i W a t s o n  (33, 34) wysunęli 
przypuszczenie, że i cząsteczka KRN może być zbudowana z dwu sple
cionych łańcuchów polinukleotydowych. Badania rentgenowskie w pew
nej tylko m ierze potw ierdzają te przypuszczenia, gdyż otrzym ane przez 
wym ienionych wyżej autorów  zdjęcia nie są idealne, pozwalają jednak 
na przypuszczenie, że s truk tu ra  łańcucha KRN jest podobna do KDN. 
A utorzy spodziewają się jednakże, że uda im się w krótce otrzym ać dobre 
rentgenogram y KRN.
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0 SA_____1 i___i_____i------- 1------- 1

Rys. 8. Połączenie adeniny z tyminą.

Rys. 9. Połączenie guaniny z cytozyną.
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T a b e l a  I.
Stosunki adeniny do uracylu, guaniny do cytozyny i puryn do pirymidyn, znalezione 

w kwasach rybonukleinowych różnego pochodzenia.

Źródło KRN
Adenina. /  

Uracyl

CMaaninâ __

Cytozyna

Puryny ^  

Pirymid.
Autor

Królik - wątroba samicy 
ciężarnej 0.91 1.04 0.98

Crosbie i wsp. 8

Królik - wątroba płodu 0.98 0.98 0.98 »9 ,9
Szczur - wątroba 0.98 1.17 1.09 *9 >9 *9
Szczur - wątroba 0.90 1.05 0.98 Elson 13
Szczur - nerka 0.90 1.06 1.00 i Chargaff
Żaba - wątroba 0.98 0.81 0.87 59 99
Żaba - nerka 1.02 1.06 1.05 99 99
Cielę - grasica 1.03 1.06 1.05 Cohn i Volkin „
Wół - trzustka 1.23 1.06 1.11 Filipowicz wsp.
Człowiek - trzustka 1.09 0.93 0.97 14—15

Można również wspomnieć, że w oparciu o badania prom ieniam i ren t
genowskimi, W a t s o n (38) sugeruje, że w irus mozaiki tytoniowej po
siada budowę śrubową. Przez analogię do lepiej poznanej budowy czą
steczki w irusa żółtej rzepy i bakteriofaga T2, w których jakoby KN zaj
m uje  m iejsce centralne, a otoczony jest skorupą białkową (25, 29), 
W a t s o n dowodzi, że podobnie i w wirusie mozaiki tytoniowej kwas 
nukleinow y tworzy rdzeń, wokół którego linią śrubow ą w iją się cząstecz
ki globulam ego białka. W roku bieżącym do podobnych wniosków do
chodzi F r a n k l i n  (17).

Model W a t s o n a  i C r i c k a  potw ierdzają do pewnego stopnia ba
dania W i 1 k i n s a i współpr. (42, 43), a także F r a n k l i n  i G o s -  
l i n g a  (18). Ci ostatni autorzy zaznaczają jednak, że mimo iż wiele 
danych w skazuje na śrubową struk tu rę  kwasów nukleinowych, to jednak 
na podstaw ie zdjęć rentgenograficznych nie można uważać tej s truk tu ry  
za całkowicie udowodnioną.

Należałoby tu  podkreślić, że proponowany przez W a t s o n a
1 C r i c k a  schem at budowy kwasu dezoksyrybonukleinowego sugeruje 
m echanizm  samopowielania (40). Zdaniem  tych autorów, kolejność zasad 
decyduje o własnościach genetycznych, a model ich stanowi jak  gdyby
2 „m atryce“. Przed podziałem komórki wiązanie wodorowe pęka i w tedy 
oba łańcuchy rozkręcają się i rozdzielają. Każdy z uwolnionych łańcu
chów przyłącza drugi o odpowiedniej kolejności zasad tak, że w rezulta
cie, zamiast pierwotnego układu, pow stają dwie identyczne pary  łańcu
chów. Należałoby tu, według tych autorów, wyobrazić sobie, że w tym 
okresie życia komórki znajdują się w niej znaczne ilości wolnych nukleo
tydów. Nukleotydy te mogą przyłączać się poprzez wiązania wodorowe
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do zasad pojedynczego, uprzednio uwolnionego łańcucha, a następnie 
ulegają polim eryzacji. Dla dokonania polim eryzacji potrzebny byłby albo 
specjalny enzym, albo też jako enzym  m ógłby działać powstały po roz
dw ojeniu pojedynczy łańcuch KDN.

W oparciu o koncepcję W a t s o n a  i C r i c k a ,  D e l b r ü c k  (11) 
(1945) podaje następnie dalsze szczegóły proponowanego m echanizm u sa- 
mopowielania. D e l b r ü c k  przyjm uje, że:

1. synteza nowych uzupełniających łańcuchów polinukleotydów  po
stępuje naprzód synchronicznie wzdłuż dwóch pierw otnych łańcuchów;

2. w  m iarę postępu syntezy łańcuchy ulegają rozerwaniu w punktach 
w zrostu w  odległościach równych połowie skoku linii śrubowej. Dolne 
końcówki rozerw anych łańcuchów natychm iast łączą się z wolnym i koń
cami nowych łańcuchów. Pow stałe w ten  sposób nowe łańcuchy zbudo
wane są na zmianę z odcinków pochodzących 
z pierw otnych łańcuchów oraz z przyłączonych 
nukleotydów. Z punk tu  widzenia chemicznego 
te rozerw ania odpowiadają wym ianie wiązań 
nukleotydowych tj. transnukleotydacjom .

Dalsze badania nad budową kwasu dezoksy
rybonukleinowego np. badania J  a c o b s o n a  
(27), i badania W i 1 k i n s a (44) i współpr.,
A r n d t a  i R i l e y a  (1), W a t s o n a  (38) 
pozostają zasadniczo w zgodzie z koncepcją 
W a t s o n a  i C r i c k a .

Rys. 10. Krystaliczna siatka wody. Linie proste sym
bolizują wiązania wodorowe między atomami tlenu, 
przedstawionymi jako punkty przecięcia tych pro
stych. S truktura śrubowa odpowiada modelowi Wat

sona i Cricka.

Szczególnie in teresująca jest praca J a c o b s o n a  (27) (1953). A utor 
ten  uważa, że s tru k tu ra  proponowana przez W a t s o n a  i C r i c k a  
w ykazuje znaczne podobieństwo do stru k tu ry  krystalicznej siatki wody. 
Przy badaniu szczegółów siatki wody, J a c o b s o n  stwierdził, że wolna 
przestrzeń m iędzy atom am i ma przestrzenny układ linii śrubowej. Jeśli 
uzna się za słuszny model W a t s o n a  i C r i c k a ,  to cząsteczka kw asu 
dezoksyrybonukleinowego posiada s truk tu rę  powierzchni, która doskona
le pasuje do siatki wody (rysunek 10) i wobec tego, zdaniem J  a c o b s o- 
n a, porządkuje jak  gdyby znaczną objętość otaczającej wody, doprow a
dzając ją  do bardziej regularnej, podobnej do lodu, struk tu ry . Koncepcja
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ta pozwala wyjaśnić znaczny wpływ kwasu dezoksyrybonukleinowego na 
właściwości otaczającego go środowiska wodnego.

Ciekawą hipotezę związku między budową kwasu dezoksyrybonuklei
nowego a struk tu rą  białek wysuw a G a m  o w (24) (1954). A utor ten, 
opierając się na m odelu W a t s o n a  i C r i c k a ,  rozważa związki m ię

dzy różnym i aminokwasami a „otw oram i”
o kształcie rombowym, utw orzonym  przez 
nukleotydy w łańcuchu kwasu dezoksy
rybonukleinowego. Można wyliczyć (rysu
nek 11), że istnieje 20 typów takich „otwo
rów ”, zależnie od otaczających je zasad. 
G a m o w uważa, że nasuwa się tu  sko
jarzenie liczby „otw orów” z 20 różnym i 
aminokwasami, zasadniczymi dla żywych 
organizmów i że można przypuścić, że 
wolne aminokwasy z otaczającego środo
wiska zostają jakby „łapane” w odpo
wiednie otwory kwasu dezoksyrybonu
kleinowego i łączą się w odpowiednie łań
cuchy peptydowe. Jeżeli pogląd ten jest 
słuszny, to powinna istnieć korelacja m ię
dzy np. stosunkiem  adeniny do guaniny 
w różnych organizmach a stosunkam i ilo
ściowymi pewnych aminokwasów w od
powiednich białkach.

W racając do budowy łańcucha KDN, 
to ostatnio D e k k e r  i S c h a c h m a n  
(10) (1954) w yrażają pogląd, że poszcze
gólne łańcuchy KDN nie posiadają budo
wy ciągłej, lecz że cząsteczka zbudowana 
jest z szeregu jak  gdyby odcinków, skła
dających się z 30—50 nukleotydów. S tw ier
dzono to m etodą m iareczkowania, p rzy j
m ując ciężar cząsteczkowy za rów ny oko
ło 5 milionom; na jedną cząsteczkę w ypa

dałoby około 300—500 takich odcinków. Istnieje jednak pew na ciągłość 
w cząsteczce, gdy odcinki te powiązane są między sobą wiązaniam i wodo
rowym i, tak jak to podano na rysunku 12.

Na zakończenie należy wspomnieć o pracy D u n n a  i S m i t h a  (12), 
k tó ra  ukazała się w „N aturę“ w roku bieżącym (1955), a  kitóra w pewnej 
m ierze podważa teorię w ysuniętą przez W a t s o n a  i C r i c k a .  W ymie
nieni autorzy stw ierdzili, że szczep Bacterium coli 15 T~, hodowanej na

1 a 4: 4 d

1 e 4;

f ,
' 0 '3 j 4 A

't y
4 m

’t y
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4 9. 4 r 4 t

Rys. 11. A — model czą
steczki KDN z oplatającymi 
go łańcuchami polinukleo- 
tydowymi. Cyfry 1, 2, 3, 4 
symbolizują cztery rodzaje 
zasad. B. — dwadzieścia róż
nych „otworów“ rombo
wych, utworzonych przez 

cztery rodzaje zasad.
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pożywce z niedoborem  tym iny, syntetyzuje KDN zawierający w swoim 
składzie o 20—30% m niej tym iny w porównaniu z przeciętnym  składem  
KDN. Tym ina ta  praw ie ilościowo jest zaistąpiona przez nowoodkrytą pu- 
rynę — 6-m etylo-am inopurynę. W prowadzenie do cząsteczki KDN zasady 
purynow ej, zam iast pirym idynow ej, podwyższa znacznie stosunek puryn  
do pirym idyn, który, w myśl koncepcji W a t s o n a  i C r i c k  a, powi
nien być bliski jedności. Podobnie wprowadzenie 6-m etyloam inopuryny

łańcuch KDN. mazanin
wodorowe x

T I M l i
łańcuch KDN

Rys. 12. Schemat wiązań wodorowych w poprzerywa
nej wstążce zbudowanej z dwóch łańcuchów KDN.

zam iast tym iny i powiązanie jej z adeniną drugiego łańcucha, tak  jak  to 
podano na rysunku 8, może spowodować, zdaniem D u n n a  i S m i t h a ,  
zniekształcenie łańcucha KDN. Ponieważ omawiane spostrzeżenia są św ie
żej daty, w ym agają przeto przejścia przez ogień dyskusji.

Podsumowując, obecne poglądy na tem at przestrzennej budowy kw a
sów nukleinowych można by ująć w następujące punkty:

a) cząsteczki KN m ają postać cylindryczną o średnicy około 18 A;
b) Na tem at ułożenia nukleotydów  w takim  cylindrze zdania są po

dzielone: P a u l i n g  reprezentuje pogląd, że trzon cząsteczki zbudowa
ny jest z reszt fosforanowych, W a t s o n  i C r i c k  przyjm ują, że we
w nątrz cylindra znajdują się zasady purynow e i pirym idynowe, a reszty 
fosforanowe umieszczone są po zewnętrznej stronie cząsteczki. Ostatni 
pogląd w ydaje się być bardziej uzasadniony.

c) Wiele przem aw ia również za modelem śrubow ym  cząsteczki, zbu
dowanym  z dwu łańcuchów polinukleotydowych splatających się w za
jem nie, tak jak  to proponują W a t s o n  i C r i c k .  W ydaje się możliwe, 
że przynajm niej n iektóre rodzaje KRN m ają podobną budowę do KDN.

Trzeba zaznaczyć, że koncepcje wielu autorów  opierają się przeważnie 
na tego samego typu  zdjęciach rentgenowskich, a proponowane s tru k tu 
ry  przypom inają w pew nym  stopniu jakby w yniki rozwiązywania skom
plikow anych łam igłówek m atem atycznych. Toteż niew ątpliw ie wiele z po
danych schem atów ulegnie jeszcze dalszym  m odyfikacjom. Niezależnie 
jednak  od różnic w  szczegółach budowy KN, w ydaje się, że w chwili obec
nej można przyjąć śrubow ą budowę cząsteczki za najbardziej zbliżoną 
do rzeczywistej s truk tu ry  tych związków.

http://rcin.org.pl



74 W. LEYK O  I BR . FILIPO W IC Z [14]

L I T E R A T U R A

1. A r n d t  U. W., R i 1 e y D. P., Nature, 172, 803 (1953).
2. A s t b u r y  W. T., Symp. Soc. Exp. Biol. 1, Nucleic Acids 66, (Cambridge Univ. 

Press, 1947).
3. A s t b u r y  W. T., B e l l  F. O., Nature, 141, 747 (1938).
4. A s t b u r y  W. T., B e l l  F. O., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 6, 109 

(1938).
6. C h a r g a f f  E. i wspölpr., J. Am. Chem. Soc., 72, 3825 (1950).
7. C o h n  W. E., V o l k i n  E., J. Biol. Chem., 203, 319 (1953).
8. C r o s b i e  G. W., S m e l l i e  R. M. S., D a v i d s o n  J. N., Biochem. J., 54, 

287 (1954).
9 D a  v o l l  J., L y t h g o e  B., T o d d  A. R., J. Chem. Soc., 833 (1946).

10 D e k k e r  C. A., S c h a c h m a n  H. K,  Proc. U. S. Nat. Acad Sei., 40, 894 
(1954).

11. D e l b r ü c k  M., Proc U. S. Nat. Acad Sei., 40, 783 (1954).
12. D u n n  D. B., S m i t h  J. D., Nature, 175, 336 (1955).
13. E l s o n  D., C h a r g a f f  E., Nature, 173, 1037 (1954).
14. F i l i p o w i c z  B., G o l e w s k i  S., P i l e k  K., Acta Physiol. Pol., 5, 629

(1954).
15. F i l i p o w i c z  B., G o l e w s k i  S., P i l e k  K., Bull. Acad Pol. Sciences, Cl., II,

3, 7 (1955).
16. F r a n k l i n  R. E., G o s l i n g  R. G., Acta Cryst. 6, 673, 678 (1953).
17. F r a n k l i n  R. E., Nature, 175, 379 (1955).
18. F r a n k l i n  R. E., G o s l i n g  R. G„ Nature, 171, 740 (1953).
19. F r a s e r  J.  M,  F r a s e r  R. D. B., Nature, 167, 761 (1951).
20. F u r b e r g  S., Nature, 164, 22 (1949).
21. F u r b e r g  S., Ph. D. thesis., University of London, (1949).
22. F u r b e r g  S., Acta Chem. Scand., 4, 751 (1950).
23. F u r b e r g  S., Trans. Far. Soc., 46, 791 (1950).
24. G a m o w G., Nature, 173, 318 (1954).
25. H e r  s h  e y  A. D., C h a s e  M., J. Öen. Physiol., 36, 39 (1952).
26. H e n d r i c k s  S. B., J. physiol. Chem., 45, 65 (1941).
27. J a c o b s o n B ,  Nature, 172, 666 (1953).
28. M a r k h a m  R., Discuss. Faraday Soc., 11, 221 (1951).
29. O r  e c h o w i c z W. N., B r  e s s 1 e r  S. E., Prace cytowane w artykule Bara- 

nowskiego w Acta Physiologica Polonica. Prace III Zjazdu — 108 (1951).
30. P a u l i n g  L., C o r e y  R. B., Proc. U. S. Nat. Acad. Sei., 37, 325 (1951).
31. P a u l i n g  L., C o r e y  R. B., Proc. U. S. Nat. Acad Sei., 39, 84 (1953).
32. P a u l i n g  L., C o r e y  R. B., Nature, 171, 346 (1953).
33. R i e h  A., W a t s o n  J. D., Nature, 173, 995 (1954).
34. R i e h  A., W a t s o n  J. D., Proc. N. A. S., 40, 759 (1954).
35. R o n w i n  E., Journ. Am. Chem., 73, 5141 (1951).
36. R o n w i n  E., Science, 118, 560 (1953).
37. T o d d  A. R., Symp. Soc. Exp. Biol., 1, 66 (1947).
38. W a t s o n  J. D., Biochim. Biophys. Acta, 13, 10 (1954).
39. W a t  s o n  J. D., C r i c k  F. H. C., Nature, 171, 737 (1953).
40. W a t s o n  J. D., C r i c k  F. H. C., Nature, 171, 964 (1953).
41. W a t s o n  J. D., C r i c k  F. H. C., Proc. Royal. Soc. A., 223, 80 (1954).

http://rcin.org.pl



[15] P R Z E ST R Z E N N A  B U D O W A  K W ASÓ W  N U K L E IN O W Y C H 75

42. W i l k i n s  M. H. F., R a n d a 11 J. T., Biochim . et Biophysi. Acta, 10, 192
(1953).

43. W i l k i n s  M. F.., S t o k e s  A.  R., W i l s o n  H. R., Nature, 171, 738 (1953).
44. W i l k i n s  M.  H.  F., S e e d s  W.  E., S t o k e s  A.  R., W i l s o n  H. R., Nature, 

172, 759 (1953).
45. W i l l i a m s  R. C., B iochim . et Biophys. Acta, 9, 237 (1952).

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  II 1956 Z ESZY T 1

H. PAN U SZ

Budowa nukleoproteidów

Badania nad budową kompleksów nukleoproteidowych zajm ują szcze
gólne m iejsce w chemii kwasów nukleinowych. Dotyczą one bowiem tych 
związków chemicznych, które istnieją w w arunkach fizjologicznych 
i w których strukturze k ry je  się — jak dziś przypuszczam y — w yjaśnie
nie szeregu podstawowych zjawisk życiowych. W ypadki, w których spo
tykam y w tkance kwas nukleinowy przy jednoczesnej bardzo nikłej za
w artości białka są niezw ykle rzadkie (bakteriofagi). Zazwyczaj kwas n u 
kleinowy stanow i w protoplazm ie drobny ułam ek białka, w zrastający 
w niektórych czystych nukleoproteidach do około 40% (wirusy).

Jak  w ynika z innych referatów  (37, 30) i kwasy nukleinow e i białka 
są wielkocząsteczkowymi amfolitami. Kwasy nukleinowe dlatego, że po
siadają wolne kw aśne grupy OH w resztach fosforanowych, a równo
cześnie zasadowe grupy aminowe w pierścieniach zasad azotowych, białka 
zaś na skutek obecności kwaśnych i zasadowych aminokwasów w czą
steczce.

Zdefiniujm y nukleoproteid jako połączenie dowolnego kwasu nuklei
nowego z dowolnym białkiem  przy pomocy dowolnych wiązań. W świetle 
tej definicji sta je  się wysoce nieprawdopodobne, by znajdujące się obok 
siebie w protoplazm ie cząsteczki takich amfolitów nie połączyły się ze 
sobą w jakikolw iek, często bardzo nietrw ały, kompleks nukleoproteidowy.

Kwasom  nukleinow ym  przypisuje się obecnie, słusznie czy nie słu
sznie dw ojaką rolę: kwasowi rybonukleinowem u — głównego czynnika 
w syntezie białek, kwasowi dezoksyrybonukleinowem u — m aterialnego 
podłoża do przenoszenia cech dziedzicznych.

S trukturalnego w yjaśnienia wym ienionych funkcji trzeba by przeto 
szukać nie tylko w budowie wolnych kwasów nukleinowych, lecz w struk 
turze fizjologicznie czynnych nukleoproteidów.

Za składnik kompleksu, spełniający naczelną rolę we wspom nianych 
procesach, uważa się zazwyczaj kwas nukleinowy. Coraz częściej jednak 
podkreśla się rolę białka w zjawiskach dziedziczności. I choć nie znamy 
dzisiaj fizjologicznego* znaczenia różnych szczegółów struk tura lnych  czą

[ 77]
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steczki wolnego kwasu dezoksyrybonukleinowego, za czynnik biorący 
udział w przenoszeniu cech dziedzicznych uważa się coraz częściej kom 
pleks nukleoproteidowy. O ile ten problem  z braku  danych doświadczal
nych — pozostaje w sferze rozważań hipotetycznych, o tyle dowodów 
funkcji fizjologicznych kwasu rybonukleinowego m am y dzisiaj znacznie 
więcej. W skazują one na znaczną korelację zawartości kwasu rybonuklei
nowego z procesami syntezy białka (62). Jednakże, jak  podaje K u t s k y 
(43), dodatek rybonukleoproteidu, izolowanego z m ięśnia sercowego k u r
częcia, tylko w tedy powoduje przyśpieszenie wzrostu hodowli tkanki te
goż mięśnia, jeżeli metody, służące do izolowania stosowanego nukleopro- 
teidu są wystarczająco delikatne, by nie naruszyć delikatnej s truk tu ry  
izolowanego kompleksu. Ani wysoko spolim eryzowany kwas nukleinowy, 
izolowany z tego nukleoproteidu (43), ani ten sam  nukleoproteid, izolo
w any m niej delikatnym i m etodam i (34), nie w ykazują funkcji fizjolo
gicznych. Za współudziałem  składnika białkowego kom pleksu rybo- 
nukleoproteidowego w procesach syntezy białka przem aw iają również 
w yniki doświadczeń A l f r e y a ,  D a ł y  i M i r s  k y ’e g o (4) nad syn
tezą białka w trzustce. A więc i dla pierwszej z wym ienionych poprzednio 
funkcji kwasów nukleinow ych zaczynają się pojaw iać dowody, wskazu
jące na współudział cząsteczki białkowej w tym  procesie. W ydaje się, że 
m ożna by tu  przeprowadzić porów nanie funkcji kwasów nukleinowych 
z funkcjam i enzymów. M echanizmem um ożliw iającym  przebieg reakcji 
jest cząsteczka koenzymu, jednak zdolności działania i swoistości nabiera 
dopiero po połączeniu się z białkowym  apoenzymem. Swego rodzaju „ko
enzym em '4 jest w naszym  przypadku kwas nukleinow y, lecz dopiero 
cząsteczka nukleoproteidu stanowi fizjologicznie czynny „holoenzym “. 
Główna różnica między porównywanym i typam i związków leży w tym, 
że budowa kwasu nukleinowego jest — w odróżnieniu od innych koenzy
mów — niezwykle złożona. Stąd — z jednej strony — swoistość nukleo
proteidu pochodzi nie tylko od składnika białkowego, lecz — może 
w jeszcze większym  stopniu — od składnika niebiałkowego. Z drugiej 
strony izolowanie „koenzym u“ w postaci niezm ienionej, zdolnej do w y
tw orzenia czynnego „holoenzym u“ jest niezw ykle trudne i główna przy
czyna naszej nieznajomości funkcji fizjologicznych kwasów nukleinowych 
leży zapewne w nieodw racalnych zm ianach s truk tu ry , jakim  ulegają ich 
cząsteczki w czasie izolowania.

Mimo istniejących trudności ostatecznym  celem wszystkich badań 
nad struk tu rą  nukleoproteidów  jest udowodnienie różnic m iędzy cząstecz
kami, które by w arunkow ały różnorodność funkcji. Różnice te  mogą tkwić 
w budowie cząsteczek kwasów nukleinow ych lub białek, składających się 
na kompleks, a mogą leżeć w naturze i labilności wiązań, którym i kwasy 
nukleinow e i białka są złączone.
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Aby jednak wyniki badań struk tura lnych  pozwalały na wyciąganie 
wniosków o wpływie struk tu ry  na funkcje fizjologiczne, trzeba mieć pe
wność, że izolowany nukleoproteid nie uległ zmianom strukturalnym , 
niweczącym  jego własności. Tego w arunku nie spełnia ogromna większość 
uzyskanych dotychczas preparatów  nukleoproteidowych. Również ana
liza tak  złożonych s tru k tu r przerasta częstokroć dzisiejsze możliwości 
techniczne. Z tych przyczyn począwszy od badań M i e s c h e r a  aż do 
roku 1953 wyniki badań doświadczalnych nie pozwalały na wytw orzenie 
jakiegoś jaśniejszego obrazu cząsteczki. Pionierzy tych badań — M i e -  
s c h e r ,  S t e u d e l  i i n .  ograniczali się przew ażnie do oznaczania sto
sunku kw asu nukleinowego do białka (71, 72, 47) w  preparatach  różnego 
pochodzenia i do opracow ywania coraz lepszych m etod izolowania. Sto
sowane przez nich ekstrakcje tkanki przy pomocy kwasów i zasad (32) 
zostały w późniejszych latach zdyskwalifikowane, gdyż powodowały 
trw ałe zm iany w struk tu rze  cząsteczek nukleoproteidów. Również pro
dukty ekstrakcji, prowadzonej w podwyższonej tem peraturze były nie
w ątpliw ym i artefaktam i. W ieloletnie żm udne badania analityczne izolo
w anych tym i m etodam i preparatów  pozwoliły jedynie na wytw orzenie 
ogólnego schem atu ich budowy, prowadząc częstokroć do m ylnych wnios
ków. W latach trzydziestych poważny wkład w tej dziedzinie wniósł 
P r z y ł ę c k i  (55, 56, 58), którego badania nad natu ralnym i i syntetycz
nym i nukleoproteidam i wykazały, jak  bardzo złożone i trudne zagadnie
nia stoją tu  przed biochemią. W latach czterdziestych szybki rozwój no
woczesnych m etod badawczych umożliwił dokładniejsze poznanie budo
wy składników nukleoproteidów. Upadła teoria tetranukleotydow a. Ba
dania szkoły G u l l a n d a  a  przede wszystkim  nowoczesne m etody chro
m atograficzne, zastosowane przez C h a r g a f f a ,  W y a t t a  i  in. udo
wodniły, że kwasy nukleinowe izolowane z różnych gatunków, osobni
ków, tkanek, m ają różny skład purynow o-pirym idynow y. Skład i  kolej
ność nukleotydów  w kwasach nukleinowych stały się główną podstawą 
do w yjaśniania różnic między nimi. Równolegle uzyskano podobne w ia
domości o budowie składników białkowych.

Poświęcono również wiele uwagi opracowaniu w arunków  w jakich 
procesy preparatyw ne w możliwie najm niejszym  stopniu naruszają s truk 
tu rę  nukleoproteidów. Obecnie stosuje się jedynie ekstrakcje tkanki bądź 
zim ną wodą, bądź rozcieńczonymi roztw oram i soli, bądź w  niektórych 
w ypadkach (53) rozcieńczonymi roztworam i buforowymi. Stosowana do 
niedaw na szeroko m etoda M i r s k y ’e g o  i P o l l i s t e r a  (52) polega
jąca na ekstrakcji nukleoproteidu z tkanki bardziej stężonymi roztwo
ram i soli kuchennej na zimno została ostatnio poddana krytyce (31), oka
zało się bowiem, że wyższe stężenia soli powodują dysocjację kompleksów
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nukleaproteidow ych i p reparaty , otrzym ane przez rekonstrukcję wiązań 
po rozcieńczeniu, różnią się własnościami od produktów  wyjściowych.

Poważne trudności w preparatyce wyszły na jaw  z chwilą w ykrycia 
w tkankach enzymów, powodujących rozkład bądź kwasów nukleinow ych 
bądź białek, wchodzących w skład kompleksu. W ykryto tak  rybonukleazy 
(65, 9, 50, 73, 63, 64) jak  i dezoksyrybonukleazy wew nątrzkom órkow e i to 
zarówno w cytoplazmie (79, 5, 66) jak  i w jądrach kom órkowych (15). 
Poza tym  powszechnie znana jest obecność proteolitycznych enzymów 
tkankowych, katepsyn, zarówno w cytoplazmie jak  i w jądrach kom ór
kowych (49, 51, 40). Działania tych enzymów tym  trudniej uniknąć w cza
sie preparatyki, że posiadają one bardzo różne w arunki optym alnej ak tyw 
ności i w różny sposób reagują na dodatek inhibitorów. Aby uniknąć dzia
łania tych enzymów prowadzi się obecnie preparatykę w niskich tem pe
ratu rach  (7, 29, 64). Okazało się jednak, że pociąga to za sobą drobne 
zmiany struk tura lne  izolowanych nukleoproteidów (80, 44).

Niejednorodność nukleoproteidów

Aby udowodnić poczynione na  wstępie założenia zależności między 
budową i funkcjam i nukleoproteidów, m usim y poszukiwać dowodów, że 
p repara ty  izolowane naszym i grubym i — jak  dotąd — m etodam i z tej 
samej tkanki nie są czymś jednorodnym , lecz stanow ią m ieszaninę 
ogromnej ilości cząsteczek, różniących się od siebie czy to składem  kom
ponent, czy ich budową przestrzenną, czy wreszcie drobnym i szczegóła
mi s truk tu ry  kompleksu.

Wcześniej udało się udowodnić, że składnik białkowy nukleoproteidu, 
izolowanego z określonego m ateriału , nie jest tw orem  jednolitym . Omó
wione poprzednio (30) prace K h o u v i n e, G r e g o i r e ,  B u t l e r a ,  
F a u t r  e z-F i r l e f y n a  i innych z la t pięćdziesiątych udowodniły, że 
izolowane protam iny i histony, a także niezdefiniowane jeszcze białka 
globularne rybonukleoproteidów, stanowią zwykle mieszaninę 2 — 3 — 4 
frakcji, dających się oddzielić przez elektroforezę, ultraw irow anie lub 
frakcjonow ane strącanie. W świetle tych spostrzeżeń szczególnego zna
czenia nabierają prace E u l e r a ,  H a h n a  i S k a r ż y ń s k i e g o  z lat 
1943-46 (32, 33, 35, 36), w których stwierdzono, że cząsteczka kw asu nu 
kleinowego w nukleoproteidzie jest związana z kilkom a drobinam i biał
kowymi. Pow staje w ten  sposób dodatkowa możliwość różnic między 
cząsteczkami nukleoproteidów.

Na znacznie większe trudności natknięto się w próbach rozfrakcjo
nowania kwasów nukleinowych. Usiłowania C h a r g a f f a ,  V i s c h e r a ,  
W y  a t t a  i in. (20, 24, 84) długo nie doprowadzały do zamierzonego roz
dzielenia kwasu nukleinowego lub nukleoproteidu z określonej tkanki na
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kilka frakcji różniących się budową kwasów nukleinowych. Ani frakcjo
nowane ultraw irow anie, stosowane przez W y a 11 a (82, 83), ani próby se
lektyw nej absorbcji na węglu (85) nie przyniosły oczekiwanych rezu lta
tów. Do roku 1953 ideałem  definicji kwasu nukleinowego lub nukleopro- 
teidu pod względem chemicznym było podanie gatunku zwierzęcia czy 
rośliny, tkanki, z której go izolowano oraz dokładnej m etody izolowania. 
Tak np., ,,dezoksyrybonukleoproteid izolowany z grasicy cielęcej m etodą 
M i - r s k y ‘ e g o  i P o i l i  s t e r  a“ był uważany za produkt dobrze zde
finiowany, nadający się do badań porównawczych.

W połowie 1953 roku ukazały się w  „N aturę“, jedna po drugiej dwie 
prace, stanowiące, jak  się dziś wydaje, przełom  w badaniach nukleopro
teidów: C h a r g a f f  z współpracownikam i (23), a zaraz po nim B r o w n  
i W a t s o n  (16) donieśli o udanym  roz- ~ 
dzieleniu nukleoproteidów dezoksyrybozo 
wych z określonego źródła na szereg frak 
cji. Przygotowaniem  do tych prac było udo
skonalenie techniki chrom atograficznej.
Ostatnie badania C h a r g a f f  a, W y a t t a  
i innych (20, 21, 22, 84) pozwoliły w ykryć 
pewną regularność we w zajem nych sto
sunkach zasad purynow ych i pirym idyno
wych i wyróżnić kw asy typu AT — o prze
wadze adeniny i tym iny oraz kwasy typu 
GC — o przewadze guaniny i cytozyny 
(22). Stosunek A/G lub T/,C stał się więc 
nowym m iernikiem  składu chemicznego 
kwasów nukleinowych.

W pierwszej z wym ienionych prac 
C h a r g a f f  i współpr. ekstrahowali wo
dą na zimno nukleoproteid grasicy cielę
cej, k tóry następnie denaturow ali według 
S e v a g a (67) przez energiczne mieszanie 
z chloroformem i oktanolem. Odwirowany 
żel nukleoproteidu poddawali tzw. frakcjo
nowanej dysocjacji, działając nań na zim
no (w 4°C) roztw oram i chlorku sodu o 
wzrastających stężeniach. Z uzyskanych 
ekstraktów  izolowali kwasy nukleinowe po 
w ytrąceniu nukleoproteidów  alkoholem i odbiałczeniu m ieszaniną chlo
roform u z oktanolem. W kwasie tym , po odpowiednim oczyszczeniu, ozna
czali zawartość poszczególnych puryn i pirym idyn. W w yniku takiego po
stępowania stw ierdzili, że im  wyższe było stężenie chlorku sodu, użytego

Rys. 1. Zależność składu puryno- 
w o-pirym idynow ego frakcji k w a
sów  nukleinow ych od stężenia  

chlorku sodu (w/g (23)). 
Dośw. 1 (T) — kw as nukleinow y  
izolow any z pierw otnego nuk leo

proteidu.
Dośw. 2 (V) — użyte stężenia m ol 
NaCl: 2—0,52, 3—0,60; 4—0,76; 

5—1,7;
Dośw. 3 (VI) — użyte stężenia  
mol. NaCl: 2—0,45; 3—0,50; 4—0,55; 

5—0,60; 6—0,75; 7—0,90;

6 P o s tę p y  B io c h e m ii
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do ekstrakcji żelu nukleoproteidowego, tym  bogatszy w adeninę i tym inę 
był izolowany zeń kwas nukleinow y (rys. lj).

Jeszcze bardziej przekonyw ająca była praca B r o w n a  i W a t s o n  a. 
Na kolumnie krzem ionkowej u trw alali oni w nieopu blikowany dotych-

Rys. 2. Absorpcja eluatów  otrzym anych przez 
ekstrakcję nukleohistonu stopniow o w zrasta

jącym i stężeniam i NaCl (w /g (16)).

czas sposób czysty p repara t histonu. Do tak  przygotowanej kolum ny 
wlewali od góry roztw ór kwasu dezoksyrybonukleinowego izolowanego

z określonego m ateriału  i uważanego dotychczas 
za jednorodny. Kwas ten  adsorbował się ilościo
wo na histonie. Następnie przepłukiw ali kolum 
nę roztworam i chlorku sodu o stężeniu w zrasta

jącym  w sposób ciągły lub 
stopniowy. W yciekające u 
spodu kolum ny ekstrak ty  
badali spektrofotom etrycznie, 
mierząc ich absorpcję w nad
fiolecie. O trzym ywali charak
terystyczne krzywe zależno
ści absorpcji od stężenia 
chlorku sodu w eluacie. W iel
kość absorpcji, będąca m ia

rą zawartość kwasu nukleinowego w eluacie, zmieniała się w charak tery
styczny sposób, zależnie od rodzaju zmian stężenia chlorku sodu (rys. 2 
i rys. 3). Szczególnie ciekawych wniosków dostarczało eluowanie roztwo
ram i NaCl o stężeniach w zrastających w sposób stopniowy (rys. 2). Uzy-

■moiamosć NaCl

Rys. 3. Absorpcja eluatów  otrzym anych przez 
ekstrakcję nukleohistonu stężeniam i NaCl w zra

stającym i w  sposób ciągły (w/g (16)).
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skane w yniki podobne były do wyników C h a r g a f f a .  Kwasy, eluo- 
wane wyższymi stężeniami chlorku sodu, a więc zdolne do wytworzenia 
bardziej trw ałych wiązań z histonem, zawierały więcej adeniny i ty  miny, 
a mniej guaniny i cytozyny. Ta regularność nasunęła autorom  dość rew e
lacyjną koncepcję charakteru  wiązań kwasu nukleinowego z białkiem.

\  '/ 
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O
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o : .......+ H ~ N - C -I
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H
2 C - N - H + 0 \/
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Wiązania kwasów nukleinowych z białkami

Istota w iązania kwasu nukleinowego z białkiem  pozostaje do dziś 
właściwie nieznana. Istnieje szereg hipotez, opartych na znajomości bu
dowy składników i w ynikających stąd możliwościach wiązań (rys. 4).

1) W iązanie kw asu nukleinowego z białkiem  jest wiązaniem  heteropo- 
larnym  typu  soli, gdzie rolę kwasu spełniają wolne grupy OH reszt fos
foranowych kwasu nukleinowego a rolę zasady — grupy aminowe zasa
dowych aminokwasów, szcze
gólnie argininy.

2) W iązanie kwasu nuklei
nowego z białkiem ma cha
rak te r podobny do poprzed
niego, lecz czynnikiem  zasa
dowym są grupy aminowe za
sad azotowych kwasu nuklei
nowego a czynnikiem  kwaś
nym  — grupy karboksylowe 
aminokwasów kwaśnych.

3) Czynnikiem  wiążącym 
są wiązania wodorowe mię
dzy odpowiednimi atomami 
azotu i tlenu  zasad azoto
wych i aminokwasów.

4) Czynnikiem  wiążącym 
są jony dwuwartościowych 
m etali, a wiązanie ma cha
rak te r wiązania chelatowego.
Istotę wiązania chelatowego dobrze tłum aczy klasyczny przykład połą
czenia oksychinoliny z miedzią (rys. 5). Jon m etalu łączy się ze związkiem 
organicznym  dwoma wiązaniami — jednym  jonowym, w którym  zastę
puje np. jon wodoru i drugim  koordynacyjnym  — z inną grupą związku 
organicznego.

Najwięcej zwolenników zyskała dotychczas pierwsza z wym ienionych 
teorii. Za jej słusznością przem aw ia dom inujący kw aśny charakter kw a
sów nukleinow ych i silnie zasadowy charak ter takich białek jak  prota-

N-H...._0=C

o;

.N

* * ^  
Mg

o:

Rys. 4. M ożliw e rodzaje 
wiązań kw asów  nukleino

w ych  z białkam i.

Rys. 5. K om pleks 
chelatow y oksy- 

chinoliny z  m ie
dzią.

6* i
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m iny i histony. Propagatoram i tej teorii w iązań są np, von E u l e r  
i S t e r n  (32, 70). Dodatkowe poparcie uzyskała ona w modelu prze
strzennym  podanym  dla kwasu dezoksyrybonukleinowego przez W a t s o 
n a  i C r i c k a  (78), w którym  reszty fosforanowe zajm ują zew nętrzne 
położenie, dogodne do w ytw arzania wiązań. Dalszego poparcia dostar
czyły w yniki doświadczeń V e n d r e l y c h  z 1954 roku  (76), którzy 
w większości przebadanych przypadków stw ierdzili ścisłą korelację po
między zawartością kwasu dezoksyrybonukleinowego i argininy w ją 
drach erytrocytów  i sperm y ryb. A rginina jest tu  tym  czynnikiem  zasa
dowym, z którym  mógłby się wiązać kwas nukleinowy.

D ruga teoria, wiązań między zasadami azotowymi a białkami, miała 
od dawna swych zwolenników. Pew ien dowód doświadczalny uzyskał 
M a n o i ł o w  w 1948 r. (48). Izolował on tzw. „istotny nukleoproteid“ 
metodą Biełozierskiego. Tym term inem  określał szczególnie trw a
łe połączenie kwasu nukleinowego z białkiem, przetrzym ujące szereg za
biegów, jakim  został poddany pierw otnie izolowany nukleoproteid. Ten 
trw ały  kompleks posiadał m aksim um  absorpcji w nadfiolecie w 254 mj-i, 
podczas gdy maksimum  czystego KDN przypada w 263 m[x. M aksimum 
w 263 mu pochodzi przede wszystkim  od zaw artej w  kwasie nukleino
wym adeniny, a przesunięcie w kierunku fal krótszych dowodzi zablo
kowania grupy aminowej adeniny. Nukleoproteid, poddany hydrolizie łu 
giem,, odzyskiwał m aksim um  w 263 mu. Ponieważ hydroliza alkaliczna 
prowadziła tu  do odszczepienia białka, M a n o i ł o w  w ysunął koncepcję 
wiązania grupy aminowej adeniny z, jak przypuszczał, grupą karboksy
lową cząsteczki białkowej.

Istnienie wiązań wodorowych między kwasem  nukleinow ym  a biał
kiem  nie zdaje się budzić wątpliwości (28,8). Przem aw ia za tym  obecność 
licznych grup zdolnych do tworzenia tego rodzaju wiązań tak  w kwasach 
nukleinowych, jak i w białkach. Wiązania te jednak, jako słabsze — mo
gą odgrywać raczej drugorzędną rolę jako czynnik wiążący.

Kw estia wiązań chelatowych wypłynęła z chwilą stw ierdzenia przez 
A l b e r t a  (2,3) silnej zdolności niektórych p u ry n  do tworzenia kom 
pleksów chelatowych. Obecność w tkankach znacznych ilości jonów, uzna
nych za czynniki chelujące, np. Mg, Ca, Zn, dalej — duży wpływ tych 
jonów na własności wiązań kwasów nukleinowych z białkiem  (74,75,17), 
czyni tę hipotezę coraz bardziej popularną, choć b rak  na nią dotychczas 
przekonyw ających dowodów.

Zdaje się dzisiaj nie ulegać wątpliwości, że w nukleoprotam inach 
i nukleohistonach głównym  typem  wiązania jest połączenie grup fosfo
ranowych z grupam i aminowymi białek. O typie wiązań, w ystępującym  
w nukleoproteidach rybozowych nie wiemy właściwie nic. A bstrahując od 
istoty wiązań, naw et na tem at ich trwałości panują sprzeczne poglądy.
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B i e ł o z i e r s k i j  w licznych pracach nad kwasami nukleinowym i bak
terii (10, 11, 12, 13, 14) doszedł do wniosku, że wiązania w rybonukleoipro- 
teidach są mniej trw ałe  od w iązań w nukleoprateidach dezoksyrybozo- 
wych. C h a r g a f f  natom iast wspomina o tym, że typ wiązania w rybo- 
nukleoproteidach m a odm ienny charakter niż w nukleohistonach i jest 
od nich trw alszy (19).

Nie można zakończyć omawiania kwestii wiązań, nie podkreślając ich 
najistotniejszej cechy — wielkiej łabilności. A ktualny stan  cząsteczki 
nukleoproteidu w protoplazmie jest uw arunkow any nie tylko struk tu rą  
cząsteczek kwasu nukleinowego i białka. Zależy on w kolosalnym  stopniu 
od obecnych w środowisku jonów wodorowych, kationów i anionów m i
neralnych i pozostałych związków organicznych. Obecność jonów wodoro
wych, wysokie stężenie elektrolitów  — powodują dysocjację kompleksów 
nukleoproteinowych, co wykorzystano w preparatyce kwasów nukleino
wych. Szczególną rolę — w nawiązaniu do teorii w iązań chelatowych — 
mogą spełniać dwuwartościowe kationy — szczególnie Mg. C a v a l i e r i ,  
badając połączenia kwasu dezoksyrybonukleinowego z zasadowymi barw 
nikam i, spełniającym i rolę zasadowych białek, zaobserwował w 1951 r. 
fak t (18), że im więcej w roztworze znajduje się jonów Mg, tym  m niej 
cząsteczek barw nika łączy się z jedną cząsteczką kwasu nukleinowego. 
Ponadto wykazał on na drodze spektrofotom etrycznej, że jony magnezu 
w yw ierają znaczny wpływ na własności zarówno grup fosforanowych jak  
i aminowych w cząsteczce kwasu nukleinowego, a także wykazał możli
wość istnienia wiązań międzycząsteczkowych m iędzy zasadami azotowymi 
i resztam i fosforanowymi (17).

B r o w n  i W a t s o n  (16) tak  tłum aczą zjawisko wzrostu adeniny 
i tym iny we frakcjach kwasów nukleinowych, uzyskiw anych w eluatach 
ze wzrostem  stężenia chlorku sodu. Dane o odległościach wew nątrzczą- 
steczkowych w łańcuchu kwasu nukleinowego, uzyskane z badań rentge- 
nograficznych (78,81,38), w ykazują, że w cząsteczce kw asu o budowie śru 
bowej istnieje możliwość takiego zbliżenia grupy aminowej guaniny 
(przy C2) do reszty fosforanowej, iż może powstać wiązanie wodorowe 
typu

— P =  0 -------------- H — N —
\ 1

OH H
co potw ierdza obecność odpowiadającego takiem u wiązaniu pasma ab
sorpcyjnego w podczerwieni, stwierdzoną przez F r a s e r a  i F r a s e r  
(39).

Obecność takiego wiązania wodorowego w pływ ałaby obniżaj ąco na 
kwasowy charakter wodoru reszty fosforanowej, to zaś z kolei osłabiałoby 
siłę wiązania kwasu nukleinowego z białkiem  (rys. 4a), i tym  możnaby
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tłumaczyć m niejsze stężenie soli potrzebne do eluow ania z nukleohistonu 
kwasów nukleinowych, bogatszych w guaninę i cytozynę (23, 16).

B r o w n  i W a t s o n  sugerują ponadto możliwość tw orzenia w o- 
beoności jonów m agnezowych mostków chelatow ych między grupą 2-ami- 
nową guaniny i sąsiednią resztą fosforanową, z jednoczesnym  przerw a
niem  wspomnianego wyżej wiązania wodorowego. Potw ierdzenie istnie
n ia tego rodzaju w iązań pozwoliłoby na struk tu ra lne  wytłum aczenie 
w pływ u sekwencji nukleotydów, w szczególności kw asu guanilowego, na 
charak ter wiązań kw asu nukleinowego z zasadowymi białkam i w cząstecz
ce nukleoproteidu, a także na struk tu ra lne  w ytłum aczenie w pływ u jonów 
m etali dwuwartościowych na budowę nukleoproteidów.

W 1954 r. C h a r g a f f i  współpr. opublikowali bardzo szerokie m ate
riały, potw ierdzające pierw otne ich doniesienie (26,27). Podobne rezu lta ty  
otrzym yw ali oni przy frakcjonow aniu nukleoproteidów  z różnych tkanek, 
a także sztucznych nukleoproteidów, w ytworzonych z jednej z izolowa
nych przez nich frakcji kwasu dezoksyrybonukleinowego i czystego hi- 
stonu. Uzyskali oni w ten  sposób jeszcze dalszy rozdział KDN. Ciekawy 
jest jednak fakt, że jak  w ynika z pracy L u c y  i B u t l e r a  z 1954 r. 
(46), pierw otny nukleoproteid tkankow y nie jest podatny na frakcjono
wanie, stosowane przez C h a r g a f f a .  Dopiero denatu racja  chlorofor
m em  um ożliwia dalsze frakcjonow anie chlorkiem  sodu. A zatem  niezde- 
naturow ane nukleoproteidy tkankow e zaw ierają jakieś elem enty s tru k 
tu ry , zacierające różnice ich własności chemicznych, w ynikających z róż
nic składu. Te elem enty zatracają się przy denaturacji. L u c y  i B u t l e r  
stosowali ponadto odm ienny sposób ekstrakcji żelu nukleoproteidowego. 
Zam iast stosowanych przez C h a r g a f f a  i B r o w n a  w zrastających 
stężeń chlorku sodowego zastosowali oni stałe stężenie, pow tarzając jedy
nie w ielokrotnie ekstrakcję tego samego nukleoproteidu świeżymi porcja
m i chlorku sodowego. Uzyskali oni w kolejnych frakcjach podobne zmia
ny składu kwasów nukleinow ych jak  C h a r g a f f  i B r o w n .  Na pod
staw ie wyników tych badań uw ażają więc, że przy  frakcjonow aniu nukleo
proteidów istotną rolę odgrywa czas działania roztw oru chlorku sodowego, 
a n ie jego stężenie.

Mimo pewnych braków  omówione wyżej prace dały nam  po raz pierw 
szy możność izolowania z pozornie jednolitego p repara tu  wielu frakcji nu- 
kleoproteidowych, różniących się od siebie składem  zaw artych w  nich 
kwasów nukleinowych, p rzy  czym każda z tych  frakcji może się jeszcze 
składać z wielu odmian cząsteczek, różniących się m iędzy sobą drobnym i 
szczegółami budowy. Pow stały nowe możliwości d la badań rentgenogra- 
ficznych bardziej już jednorodnych preparatów . Uzyskano doświadczalne 
dowody różnorodności nukleoproteidów  w tkance, potrzebne, jak  wspom
niano na początku — do wytłum aczenia różnorodności ich funkcji. Po
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w stały też nowe koncepcje rodzaju i zmienności wiązań między kw asem  
i białkiem  w nukleoproteidzie.

Jasne jest, że skład purynow o-pirym idynow y i stosunek AT/GC ani 
skład ammokwasowy nie są jedynym i i w ystarczającym i k ry teriam i róż
norodności nukleoproteidów. Cząsteczki ich mogą się — przy jednakow ym  
shłacLie chemicznym  — różnić sekw encją ogniw w łańcuchach i konfigu
racją  przestrzenną zarówno składników, jak  i całych kompleksów.

Sekw encja nukleotydów  i aminokwasów w łańcuchach stała się do
piero w ostatnich 2 — 3 latach przedm iotem  w stępnych badań i dysku
towanie tego zagadnienia jest dzisiaj zdecydowanie przedwczesne. S tru k 
tu ra  przestrzenna nukleoproteidów  jest jeszcze nie znana. Rentgenogra- 
m y są trudne  do in terpretacji. Jednym  z powodów tego jest zapewne n ie
jednorodność badanego m ateriału . W kilku w ypadkach uzyskano dane, 
przem aw iające za śrubow ą budową całej cząsteczki nukleoproteidu (77), 
a także cząsteczek samego histonu (59,60). R i l e y  i A r n d t  donieśli 
ponadto (61), że przeprowadzili badania nad rozpraszaniem  prom ieni re n t
genowskich przez nukleoproteidy izolowane ze źródeł na turalnych  w  po
rów naniu do rozpraszania przez preparaty , otrzym ane przez zmieszanie 
w odpowiednim  stosunku roztworów kwasu nukleinowego i czystej kom 
ponenty białkowej. Porów nanie krzyw ych rozproszenia zdaje się w skazy
wać na to, że cząsteczki białek i kwasów nukleinow ych w nukleoprotei
dzie nie u legają na skutek połączenia żadnym  istotnym  odkształceniom  
i zachow ują zasadniczą śrubow ą struk tu rę  łańcucha nienaruszoną. Moż
liw a jest jedynie lokalna deform acja grup wchodzących w połączenia 
między łańcuchowe. Za śrubową budową nukleoproteidów przem aw iają 
również niektóre zdjęcia, uzyskane w m ikroskopie elektronow ym  (28).

Własności fizyczne preparatów  nukleoproteidowych różnią się znacz
nie m iędzy sobą, zależnie od pochodzenia i m etody izolowania. Większość 
izolowanych dezoksyrybonukleoproteidów m a charak ter silnie włóknisty. 
Uzyskano jednak również p repara ty  o odmiennym, nie w łóknistym  cha
rakterze (45). Rybonukleoproteidy nie posiadają na ogół własności w łókni
stych.

W badaniach s tru k tu ry  wysokospolimeryzowanych nukleoproteidów  
i kwasów nukleinowych duże usługi oddają pom iary lepkości, jeden 
z m ierników stopnia polim eryzacji i kształtu przestrzennego cząsteczek. 
Ostatnio, posługując się tą  metodą, uzyskano ciekawe wnioski na tem at 
zależności kom pleksu nukleoproteidowego od pH i roli składnika białko
wego w  kom pleksie (69,42).

Omówiona budowa nukleoproteidów  jest niezw ykle złożona. Nie w y
klucza to jednak faktu, że z szeregu tkanek izolowano sympleksy liponu- 
kleoproteidowe o jeszcze bardziej złożonej budowie (41,25,54,68,25a). Je s t 
wysoce prawdopodobne, że wiele cząsteczek nukleoproteidowych znajdu-
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je  się w tkankach pod postacią takich właśnie sym pleksów jeszcze wyż
szego rzędu.

Na zakończenie raz jeszcze należy podkreślić, że w dążeniu do pozna
nia rzeczywistej s tru k tu ry  fizjologicznie czynnych nukleoproteidów  — 
nie można się ograniczać do poznania budowy i składu sztucznie izolo
wanych części składowych, tj. kwasów nukleinow ych i białek, lecz trze
ba w  pełni uwzględniać wpływ  wszystkich czynników towarzyszących 
w środowisku, k tó re  na tak  labilną struk turę , jak  s tru k tu ra  nukleoprotei
dów, muszą mieć kolosalny wpływ.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  II 1956 Z ESZY T  1

W Ł A D Y S Ł A W  W IĘC K O W SK I, SŁ A W O M IR  W IT K O W S K I

Chemiczne metody analityczne kwasów nukleinowych

Zakład C hem ii Fizjologicznej A kadem ii M edycznej w  Łodzi 
K ierow nik: prof. dr B. F ilipow icz

Od czasu, kiedy coraz dokładniejsze badania s tru k tu ry  kwasów nuklei
nowych (KN) podważyły tetranukleotydow ą koncepcję budowy tych 
związków, nie można właściwie mówić o KN jako o substancjach che
micznie specyficznych. W chwili obecnej w dalszym  ciągu gromadzone są 
spostrzeżenia, k tó re  pozwolą — w niedalekiej zapewne przyszłości — na 
urobienie niedwuznacznego poglądu na stosunki stechiom etryczne m iędzy 
poszczególnymi składnikam i struk tu ra lnym i KN, i rozstrzygną, czy m a
my do czynienia z ograniczoną liczbą typów tych związków, czy z całym 
szeregiem  najróżnorodniejszych połączeń chemicznych, k tórych skład 
może wyczerpyw ać wszystkie praw dopodobne kom binacje ułożenia n u 
kleotydów w długich łańcuchach KN. Dlatego, mówiąc o chemicznych 
m etodach analitycznych KN należałoby używać w yrażenia „pewne frak 
cje analityczne w ystępujące w ściśle określonych w arunkach i zaw iera
jące bliżej niezdefiniowane nukleoproteidy dające rozłożyć się na prostsze 
połączenia typowe dla KN, jak  nukleotydy, nukleozydy, zasady purynow e 
i pirym idynow e, pentozy oraz kwas fosforowy“. Takie ujęcie zagadnie
nia m a tym  bardziej rację bytu, że działanie rozm aitym i odczynnikami 
na m ateria ł badany, konieczne dla otrzym ania frakcji objętych nazwą 
„kwasy nukleinow e“ , może mieć wpływ na w yniki pom iaru (53). W dal
szym ciągu niniejszego refe ra tu  przez nazwę „kwasy nukleinow e (KN)“ 
rozumieć będziemy frakcję analityczną określoną zgodnie z wyżej podaną 
definicją.

W celu chemicznego oznaczania KN w ykorzystuje się mniej lub w ię
cej specyficzne własności analityczne podstawowych składników tych 
związków, tj. kwasu fosforowego, pentoz, zasad purynow ych i p irym idy
nowych. Czynnością w stępną jest oczywiście oddzielenie KN od reszty 
badanego m ateriału . Zazwyczaj po zhomogeniziowaniu tkanka badana zo
sta je  traktow ana oziębionym do 0° kwasem  trój chlorooctowym w celu
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usunięcia związków fosforowych rozpuszczalnych w kwasach. W przy
padku dobrze zhomogenizowanej tkanki w ystarcza trzykrotne powtórze
nie ekstrakcji. Zabieg ten nie powoduje s tra t kw asu fosforowego związa
nego z podstawowym łańcuchem  KN, gdyż ulega on bardzo powoli hydro
lizie w zimnym kwasie trój chlorooctowym (42). Następnie usuw ane zosta
ją  związki tłuszczowcowe. Stosuje się najrozm aitsze rozpuszczalniki tłusz
czowe: chloroform, aceton, metanol, eter, etanol. Najwłaściwszym  okazało 
się stosowanie m ieszaniny etanolu i eteru  (3 : 1) na gorąco. Używanie e ta 
nolu do ekstrakcji fosforotłuszczowców jest o ty le  konieczne, że działa on 
rozkładająco na połączenia tych związków z białkiem , czego np. n ie jest 
w stanie spowodować aceton. Dokładne omówienie m etod ekstrahow ania 
fosforotłuszczowców podane zostało przez W. N i e m i e r k ę  w referacie 
wygłoszonym na I Sym pozjum  Biochemicznym (70). Kolejność odtłuszcza
nia i ekstrahow ania związków fosforowych rozpuszczalnych w kwasach nie 
musi być koniecznie taka jak  tu  podano. Czasami korzystniej jest najpierw  
odwodnić tkankę badaną acetonem i po wysuszeniu w próżni nad parafiną 
poddać ją  dalszym zabiegom (70, 72, 27, 38). Takie postępowanie jest ce
lowe zwłaszcza w takich przypadkach, kiedy nie m a pewności, czy tkanka 
została dokładnie zhomogenizowana oraz w tedy, kiedy badany m ateriał 
należy przechowywać przez czas dłuższy. Po w stępnych czynnościach 
otrzym ujem y m ateriał zaw ierający nukleoproteid. W ystępujący w nim  
kwas fosforowy może w zasadzie pochodzić tylko z białek i KN, zaś pen- 
tozy i zasady azotowe wyłącznie z tych ostatnich.

Analiza tak  otrzym anego nukleoproteidu może iść w dwu kierunkach. 
Pierw sza droga to ekstrakcja KN roztworam i NaCl, mocznika itp., dająca 
produkt, k tóry  po hydrolizie poddany zostaje zabiegom chrom atograficz
nym  czy jonoforetycznym. Izolacja czystych KN nie jest na ogół procesem 
ilościowym i  powyższy sposób prowadzi nie tyle do oznaczania zawartości 
KN w badanym  m ateriale, ile do zbadania zawartości poszczególnych 
składników tych związków. Druga droga to analiza nukleoproteidu jako 
takiego, dostarczająca inform acji o zawartości kw asu rybonukleinowego 
(KRN) i dezoksyrybonukleinowego (KDN) w badanej próbce. Należy zwró
cić uwagę, że w obydwu sposobach postępowania m etody rozfrakcjonow y- 
wania obu KN są identyczne. Najwłaściwszą podstaw ą pom iaru w  bezpo
średniej analizie nukleoproteidu okazał się fosfor, pentozy — raczej gorszą. 
W przypadku ilościowego ujm ow ania wyników chrom atografii czy jono- 
forezy zasady azotowe stanow ią stosunkowo najpew niejsze źródło infor
macji.

Istn ieją  trzy  różne m etody analityczne oznaczania ilościowego KN. Są 
to m etody S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  (84), S c h n e i d e r a  
(85, 86) oraz O g u r a  i R o s e n  (72). Stanowią one zasadniczą podstawę 
oznaczania KN, czy to w oparciu o metody czysto chemiczne, czy też
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w oparciu o m etody czysto chemiczne, czy też w oparciu o metody roz
działu chrom atograficznego czy jonoforetycznego.

Metoda S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  ogłoszona została w ro
ku 1945 i w szybkim  czasie zyskała sobie niezw ykłą popularność. Podsta
wy j ej j est już dawniej zaobserwowana własność rozkładania się KRN 
w rozcieńczonych zasadach. W tych samych w arunkach KDN nie ulega 
hydrolizie. Ta różnica własności obu KN stanowi o zasadniczo ilościowym 
ich rozdziale. Schematycznie ujm ując, nukleoproteid, otrzym any po za
biegach wstępnych, poddaje się kilkunastogodzinnej hydrolizie w 1 N KOH 
w tem peraturze pokojowej lub 37°. Przez zakwaszenie w ytrąca się z h y 
drolizatu nierozłożony KDN i białko. W roztworze pozostają nukleotydy 
KRN i fosforany odszczepione od fosforoproteidów. Oznaczając całkowity 
fosfor w hydrolizacie, zawartość fosforu w osadzie otrzym anym  przez za
kwaszenie hydrolizatu (82), całkowitą zawartość fosforu w roztworze po
zostałym  po odsączeniu osadu i ilość fosforanów nieorganicznych (pocho
dzących ze zhydrolizowanych fosforoproteidów!), można wyliczyć z od
powiednich różnic zawartość fosforu związanego z KRN i z KDN.

M etoda powyższa jest prosta i wygodna, jednakże brak  pewności, czy 
zawsze daje słuszne wyniki. Od roku 1950 pojaw ił się szereg doniesień 
kw estionujących jej poprawność. Z arzuty te sprow adzają się do stw ier
dzenia, że rozdzielanie KRN i KDN wydaje się być nieilościowe, a ozna
czany fosfor może pochodzić nie tylko od KN i białek. W roku 1953 D r  a
s h e r  (26) zakwestionowała użycie fosforu jako czynnika określającego za
wartość KN w tkankach, podnosząc trzy  zastrzeżenia: 1° Frakcje KN mo
gą w ym ieniać w zajem nie swój fosfor (93), 2° może zachodzić niedokład
ność w ytrącania lub ekstrakcji związków fosforowych, 3° istnieje niepew 
ność w przyjm ow aniu stałej zawartości fosforu w KN. Ten ostatni zarzut 
ma zresztą charakter ogólny i dotyczy trudności obiektywnej. Cały sze
reg prac innych autorów, posługujących się m etodą S c h m i d t a  
i T h a n n h a u s e r a ,  popiera powyższe zastrzeżenia. D a v i d s o n  
jeszcze w roku 1947 wykazał, że stosunek fosforu KRN do fosforu KDN 
jest wyższy dla wyników uzyskiw anych tą  metodą, niż w ynikałoby to 
z pom iarów innym i m etodam i (16,12). Ten sam autor wspólnie z wielo
ma współpracownikam i w latach  1951— 1952 wykazał, posługując się fos
forem  radioaktyw nym  i subtelną techniką chrom atograficzną, że zaw ar
tość fosforu nienukleinowego oznaczana metodą S c h m i d t a  i T h a n n 
h a u s e r a  może być niższa, niż w rzeczywistości być powinna (14,66,15). 
Pozostaje to w związku z tym, że tylko 75% tego fosforu, k tóry  S c h m i d t  
i T h a n n h a u s e r  uważali za fosfor KN, rzeczywiście należy do tej 
frakcji. Około 85%i tej nadwyżki fosforowej jest związane organicznie, 
ale nie zaw iera rybozy. Dalej okazało się, że 25% fosforu, oznaczanego 
w7 omawianej metodzie jako frakcja KRN, składa się wprawdzie z orga
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nicznych połączeń fosforanów, ale nie zawiera zasad azotowych. W nie
których przypadkach naw et więcej niż 80% fosforu frakcji KRN może 
nie pochodzić od KN, jak  o w ykazali L o g a n  i współpracownicy (54) na 
przykładzie tkanki nerwowej. Stwierdzenie przez Z a m e n h o f  a, C h a r 
g a f f  a i innych istnienia tzw. polirybofosforanów w ydaje się potwierdzać 
te  spostrzeżenia (100). Ostatecznie zgodnie z D a  v i d  s  o n  e m  (13) należa
łoby zakwestionować dokładność oznaczania KRN wg m etody S c h m i d t a  
i T h a n n h a u s e r a ,  uważając natom iast, że w yniki otrzym yw ane dla 
KDN są zgodne z. rzeczywistością.

Ostatnio, w roku 1954, D a w i d o w a  (17) potw ierdziła dawniejsze 
obserw acje M a u r i t z e n a  i współpracowników (65) i zakwestionowała 
podstawę m etody S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a ,  tj. założenie 
S t e u d e l a  i P e i s e r  o nierczpuszczalności KDN w rozcieńczonych 
zasadach. Ponadto stw ierdziła ona niecałkow ite w ytrącanie KDN przez 
zakwaszanie hydrolizatu, przypisując to częściowemu rozkładowi tej sub
stancji w zbyt silnie kw aśnym  środowisku, jakie pow staje przy otrzym y
w aniu osadu KDN wg omawianej metody. W ostatnim  miesiącu tegoż ro
ku ukazała się praca C o o p e r a  i L o r i n g a  (11), którzy badając KN 
w irusów  m etodą S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  przekonali się, że 
niezbędne jest rozpuszczenie ponowne osadu KDN i białka w KOH zanim 
ostatecznie rozdzieli się frakcja  obu KN. Wg cytow anych autorów  dw u
k ro tne  w ytrącanie frakcji KDN z hydrolizatu jest konieczne ze względu 
na  absorbowanie przez osad białka znacznych ilości rybonukleotydów . Jak  
widać, obserwacje i wnioski D a w i d o w e j  oraz C o o p e r a  i L o 
r i n g a  nie są zgodne. W tej chwili trudno jest powiedzieć, która ze 
stron  posiada słuszność. Dopiero dalsza rew izja m etody S c h m i d t a  
i T h a n n h a u s e r a  będzie mogła wyjaśnić przyczynę zaistniałych 
sprzeczności.

Metoda oznaczania KN S c h n e i d e r a  (85, 86) podana została 
również w roku 1945. Opiera się ona na w ystępow aniu dwu różnych 
pentoz w KRN i KDN. O trzym any po wstępnym  postępowaniu nukleo- 
proteid poddaje się gorącej hydrolizie kwasem  trój chlorooctowym. 
W mieszaninie produktów  rozkładu KN oznacza się KDN na podstawie 
reakcji dwufenyloam inowej, a KRN na podstaw ie reakcji orcynowej. 
Specyficzność pierwszej z nich pozwala na  oznaczenie dezoksyrybozy 
w ystępującej w KDN w sposób jednoznaczny. Rybozę KRN wylicza się 
z różnic pom iarów w ykonyw anych obu reakcjam i. Osad pozostały po 
hydrolizie zawiera fosforoproteidy. Zawartość fosforu w tych ostatnich 
jes t większa niż w analogicznej frakcji otrzym yw anej wg metody 
S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  (26). Metoda S c h n e i d e r a  jest 
prosta, ale zasadniczą trudność stanow ią w niej reakcje analityczne w ę
glowodanów stosunkowo niewygodne i kryjące w sobie możliwości po
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pełniania błędów. Omówione to zostanie bliżej przy opisie reakcji kolo
rym etrycznych rybozy i dezoksyrybozy. Należy podkreślić, że m etoda 
S c h n e i d e r a  nie nadaje się do analizy tkanek  roślinnych ze względu 
na występowanie w nich pentozanów i poliuronidów (72). S t e e 1 e 
i współpracownicy (89) opracowali m ikrom odyfikację omawianej m etody 
pozwalającą oznaczyć 2 ug KDN i 20 n.g KRN. Bardzo staranne opraco
wanie m etody Schneidera podali ostatnio H i r t z  i F a y e t  (35).

W roku 1950 O g u r  i R o s e n  (72) opisali m etodę frakcjonow ania 
i hydrolizy KN za pomocą kw asu nadchlorowego. KRN w tych w arunkach 
ulega hydrolizie już w tem peraturze obniżonej, natom iast KDN dopiero 
po ogrzaniu. W odpowiednich wyciągach można oznaczać KRN lub KDN 
na podstawie zawartości fosforu lub pentoz względnie stosując pom iary 
spektrofotom etryczne w nadfiolecie. Bliższe zbadanie tej m etody wykazało 
jednak, że również i KDN ulega wyraźnej hydrolizie w zim nym  kwasie 
nadchlorowym  (71).

Z trzech omówionych m etod zasługuje na uwagę a zarazem  na zale
cenie metoda S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a .  Decyduje o tym  
przede wszystkim  możność prostego i wygodnego rozfrakcjonow yw ania 
KRN i KDN. Należy jednak zachowywać ostrożność w posługiwaniu się 
nią, zwłaszcza w badaniach KN nieznanych jeszcze zupełnie co do skła
du, pam iętając o wym ienionych poprzednio zastrzeżeniach. Zgodnie 
z krytycznym i omówieniami D a w i d o w e j  i D r a s h e r  (17, 26) w y
daje się, że powinno się dążyć do stosowania możliwie najkrótszego czasu 
hydrolizy w stosunkowo niezbyt dużych stężeniach KOH oraz do nie prze
kraczania pH =  5,5 przy przem yw ania i w ytrącaniu  osadu białka i KDN. 
W ydaje się nam, że porównywanie zawartości fosforu KN zmierzonej 
na podstawie analizy wg m etody S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  
z zawartością tegoż fosforu, znalezionego w kw aśnym  wyciągu otrzym a
nym  wg m etody S c h n e i d e r a ,  stanowić może kontrolę, zapobiega
jącą popełnieniu błędu w skutek przyjęcia za fosfor KRN jakichś do
mieszek pochodzących z innych połączeń organicznych niż KN. Kończąc 
omawianie metod wyosobniania i frakcjonow ania KN należy jeszcze 
wspomnieć o obserw acjach H i r t z a  i F a y e t a  (35), odnoszących się 
do zachowywania się KN w czasie homogenizacji i  ekstrakcji kwasem  
trój chlorooctowym związków rozpuszczalnych w kwasach. Okazało się, 
że w wypadku badanej przez nich tkanki nabłonkowej najw łaściw szym  
jest homogenizowanie tkanki w oziębionym etanolu, k tóry  nie powodu
jąc hydrolizy blokuje działanie enzymów i zapobiega degradacji KN.

W związku z omówioną m etodyką nasuw a się konieczność poruszenia 
ważnego zagadnienia, jakim  jest wybór właściwego sposobu oznaczania 
fosforu i pentoz. I w jednym  i w drugim  w ypadku posługujem y się tech
niką kolorym etryczną, zapew niającą możność operowania m ałym i iloś
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ciami badanej substancji, dającą w yniki pewne oraz nie wym agającą 
zbyt precyzyjnych czy trudno dostępnych urządzeń.

Kolorym etryczne oznaczanie fosforu oparte jest na dawno poczy
nionych obserwacjach, pochodzących jeszcze z końca ubiegłego wieku 
(73, 77). Dotyczą one redukcji kwasu fosforomolibdenowego na błękit 
molibdenowy, będący m ieszaniną tlenków  m olibdenu o różnorodnym  
składzie. Pierwsze próby ilościowego w ykorzystania reakcji pow staw ania 
błękitu molibdenowego do oznaczania ziwiązków fosforowych pochodzą 
od B e l l a  i D o i s y ‘ e g o  (2) oraz B r  i g g s a (6), którzy stosowali 
hydrochinon jako czynnik redukujący. Dalsze m odyfikacje tej metody 
szły w kierunku znalezienia odpowiednio czułych reduktorów , opraco
wania w arunków  zapew niających trwałość uzyskiwanej barw y oraz uspe- 
cyficznienia reakcji, k tóra w identyczny sposób przebiega z arsenem  
i krzemem. Zwłaszcza ten  ostatni może być niebezpieczny dla pom ia
rów ze względu na obecność stałych lub przypadkow ych (szkło naczyń 
laboratoryjnych) domieszek krzem owych w  badanym  m ateriale.

Dużym krokiem  naprzód była m odyfikacja F i s k e ’ g o  i S u b -  
b a r o w a  (28) z roku 1925, znana powszechnie i znajdująca szerokie za
stosowanie do dnia dzisiejszego. Zastosowany tu  został jako reduktor 
kwas l-am ino-2-naftolo-4-sulfonow y względnie jego izomer podstawiony 
w pozycjach 1, 2, 6. Do oznaczeń KN wprowadzili tę m etodę S c h m i d t  
i T h a n n h a u s e r .  W adą jej jest przede w szystkim  nietrw ałość roz
tworów kwasu l-am ino-2-naftolo-4-sulfonowego, k tóry  mimo przecho
wywania w ciem nym  szkle i w niskiej tem peraturze obniża już po 14 
dniach swoją zdolność redukcyjną o 10— 15°/<x. Obok tego często bez 
wyraźnej przyczyny pow stają w badanym  roztworze barw nym  osady 
i zm ętnienia uniem ożliwiające pom iar kolorym etryczny bez uprzedniego 
sączenia. Można tem u zapobiec wg D o r n e r a  i K n i g h t a  (25) uży
wając m niejszych ilości kwasu aminonaftolosulfonowego. W szystkie 
późniejsze m etody kolorym etrycznego oznaczania fosforu używ ane w p ra
cach nad KN są w większości przypadków właściwie odm ianami m etody 
F i s k e ’ g o i S u b b a r o w a ,  w prowadzającym i mniej lub więcej 
istotne poprawki. I tak użycie chlorku cynawego (52, 31) jako reduktora 
zapewnia w prawdzie uzyskanie bardzo trw ałej barw y, ale związane jest 
z szeregiem niedogodności, takich jak  nadm ierna wrażliwość na substan
cje interferujące, bardzo ścisłe przestrzeganie właściwego zakresu pH, 
duża czułość na w pływ  krzemianów. Przy pracy  z m ateriałem  roślinnym  
metoda F i s k e ’ g o  i S u b b a r o w a  nastręcza pewną niedogodność 
w skutek obecności w nim  jonów baru  i wapnia, tworzących nierozpusz
czalne sole z H2SO4. Dlatego K i n g  (49) zaproponował zastąpienie tego 
ostatniego kwasem nadchlorow ym  jako czynnikiem  m ineralizującym . 
A l l e n  (1) wprowadził dalszą poprawkę do m odyfikacji K i n g a ,  stosu
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jąc amidol jako reduktor, zapew niając tym  samym  większą niezależność 
barw y od zmian tem peratu ry  pom iaru. Czułość oznaczenia przy użyciu 
amidolu jest jednak mniejsza niż we właściwej metodzie F i s k e ’ g o 
i S u b b a r o w a .

Stosunkowo niedawno G o m o r i (31) ulepszył metodę F i s k e ’ g o  
i S u b b a r o w a  zastępując kwas am inonaftolosulfonowy metolem, tj. 
IV-metylo-p-aminofenolem stosowanym w 3°/o roztworze kwaśnego siar
czynu sodowego. Odczynnik ten  odznacza się w ielką trw ałością tak  w po
staci krystalicznej jak  i w roztworach. Ogromną zaletą tego odczynnika 
jest m ała czułość na substancje in terferujące, zwłaszcza na krzemiany. 
Sole sodowe kwasów fluorowodorowego, szczawiowego, cytrynowego, azo
tawego i azotowego oraz chlorki sodu i żelaza praktycznie rzecz biorąc 
nie w yw ierają żadnego wpływu. Ponadto wytworzona barw a jest zupeł
nie stała w ciągu paru  godzin i stosunkowo tylko nieznacznie zależy od 
pH roztworu.

Każdy ze wspom nianych sposobów m a swoje zalety i trudno jest orzec 
z całą pewnością, k tóry  z nich należałoby bezapelacyjnie uznać za n a j
lepszy. Niewątpliwie metoda G o m o r i ’ e g o  (31) nadaje się najbardziej 
tam, gdzie grozi niebezpieczeństwo obecności dużych — w porów naniu 
z zawartością fosforu — ilości krzem ianów  (43). Ma ona tę przew agę nad 
pozostałymi, że 1° natężenie barw y badanego roztw oru jest stałe w ciągu 
długiego czasu, 2 ° wpływ substancji in terferu jących  jest znikomy, 3° uży
wane odczynniki są trw ałe. W adą jej jest stosunkowo m ała czułość, 
zwiększająca znacznie rząd wielkości dokonywanego oznaczenia. W przy 
padku wykonywania oznaczenia wg F i s k e  ’ g o  i S u b b a r o w a  
rząd ten wynosi około 10—20 (-ig na 50 ml cieczy badanej przy użyciu fo
tom etru Pulfricha.

Należy jeszcze wspomnieć o metodzie D e 1 o r y ’e g o (20) oznaczania 
fosforanów nieorganicznych w obecności substancji interferujących. M e
toda ta  pozwala na ilościowe wyosobnienie jonów PO 4-3  ze środowiska 
badanego przez adsorpcję ich na zawiesinie węglanu magnezowego w po
staci soli wapniowej. Tok dalszego postępowania oparty jest na metodzie 
K i n g a .  Możność w ykonyw ania takiego oznaczenia jest bardzo ważna ze 
względu na konieczność określania zawartości fosforanów nieorganicz
nych w obecności nukleotydów, co ma zasadnicze znaczenie przy ozna
czaniu KN wg S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a .  Z mniej znanych 
metod w arto wspomnieć o stosowanych do oznaczeń KN m etodach B e- 
r e n b l u m a  i C h a i n a  (4), P e r e i r y  (75) i L o r i n g a  (56).

Drugim  prostym  składnikiem  KN mogącym stanowić podstawę ich 
oznaczania są węglowodany, ściślej mówiąc — ryboza i dezoksyrybozą. 
Zasada oznaczania tych związków polega na tw orzeniu przez nie w silnie 
kwaśnym  środowisku barw ników  z pew nym i połączeniami organicznymi.

7 P o s tę p y  B io c h e m ii
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Podstaw ą oznaczania rybozy jest próba jakościowa podana przez B i a ł a  
jeszcze w roku 1902. Początkowo stosowana była do w ykryw ania jakoś
ciowego KN, a od czasu przystosowania jej przez M e j b a u m  (67) do 
oznaczeń ilościowych, stanowi jeden z zasadniczych testów  ilościowej 
analizy tych substancji. P róba B i a ł a ,  zwana inaczej reakcją orcynową, 
w ypada dodatnio również z cukram i związanymi. W produktach hydro
lizy KN dają ją pentozy związane z purynam i, nie dają, względnie n ie
znacznie tylko reagują, pentozy związane z pirym idynam i. Jak  już 
wspomniano, w pracy z tkankam i roślinnym i reakcja orcynową nie daje 
solidnych wyników. W w arunkach ilościowego oznaczania pentoz wg 
M e j b a u m obok aldopentoz reagują  również i ketopentozy oraz kwasy 
ketoglikonowe i ketoheptozy, natom iast heksozy nie tw orzą barwnika. 
W ażną jest rzeczą, że w pływ  białek na oznaczenia jest stosunkowo nie
wielki. N iestety dezoksypentozy tworzą również barw niki z orcyną, 
wprawdzie w stopniu znacznie mniejszym, jednakże zmuszającym  do 
w prowadzenia popraw ki w  przypadku obecności dezoksyrybozy obok r y 
bozy. Pochłanianie św iatła przez barw ny roztw ór połączenia dezoksyry
bozy z orcyną jest około 10 razy słabsze, niż pochłanianie roztw oru ana
logicznego związku rybozowego. W artość wyników otrzym anych w ozna
czaniu pentoz reakcją orcynową zależy bardzo silnie od pH. S tąd kwaso
wość próby kontrolnej i badanej w inna być możliwie identyczna (81).

Dezoksyrybozę oznacza się na  podstaw ie ¡reakcji dw ufenyloam inow ej, 
wprowadzonej przez D i s c h e  ’ g o  w roku 1930 (21). Jest to reakcja 
specyficzna dla 2- i 3-dezoksypentoz. I tu, podobnie jak  w reakcji orcy- 
nowej, dezoksyryboza związana z pirym idynam i nie tw orzy barw nika 
(59, 81). Oprócz wym ienionej reakcji używane są w celu oznaczania de
zoksyrybozy następujące reakcje: tryptofanow a C o h e n a  (10), cysterno
wa S t u m p f a (90, 22) i indolowa C e r i o t t i ’ e g o  (9j). H o l d e n  
wykonała porównanie trzech pierwszych ze w spom nianych metod i w yka 
zała zadowalającą zgodność wyników otrzym yw anych wg D i s c h e ’ g o  
i C o h e n a  przy zbyt niskich w ynikach otrzym yw anych wg S t u  m- 
p f a (37). Omówienie metody D i s c h e ’ g o  podane zostało również przez 
S t a c e y ’ a w Advances in Carbohydrates Chem istry (88).

Użycie węglowodanów jako podstaw y oznaczenia KN nastręcza oko
liczność mogącą stanowić poważne źródło błędów. Okolicznością tą  jest 
trudność dysponowania odpowiednim wzorcem. Siłą rzeczy stosowane 
być muszą jako wzorce odpowiednie p repara ty  KN, co uzależnia wyniki 
pom iarów od m etody preparatyw nej i od stopnia czystości otrzymanego 
związku. Nadto wg S c h n e i d e r a  (85) natężenie barw  w ytw arzanych 
przez cukry związane i wolne nie są te  same dla jednakow ych stężeń mo
lowych. W reszcie p rzy jm uje się, że oznaczane kolorym etrycznie cukry 
stanowią połowę rzeczywistej ich zawartości w KN (założenie, że stosunek
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puryny: pirym idyny =  1!), co ze stanowiska analitycznego nie jest w tej 
chwili rzeczą absolutnie pewną. Istn ieją  jednakże dwie m etody pozwa
lające ilościowo oznaczyć również i cukry związane z zasadami p irym idy
nowymi. Starsza z nich podana została w 194,7 roku przez M a s s a r t a  
i H o s t  e’a (64) i odnosi się do oznaczania rybozy. Związki pirym idynow e 
tej pentozy reagują  z orcyną po uprzednim  traktow aniu  brom em  w podnie
sionej tem peraturze. Stosunkowo niedawno B r o d y  (7, 8) podał m ody
fikację m etody cysteinowej, zwiększającą dokładność samego oznaczania 
i pozwalającą oznaczać również dezoksyrybozydy pirym idynow e. Brak 
narazie dalszych danych, które by pozwoliły na bliższą ocenę obu cyto
wanych metod. W ydaje się więc, że fosfor stanowi o wiele pewniejszą 
podstawę oznaczania KN, a to ze względu na możność posługiwania się 
pewnym  w granicach możliwości standartem  oraz ze względu na fakt, że 
jesteśm y zawsze w możności oznaczyć cały fosfor w ystępujący w KN.

Trzeci składnik KN, zasady purynow e i pirym idynow e, stosowane są 
przede wszystkim  jako podstawa analizy chrom atograficznej. I tu  punk
tem  wyjścia jest oczywiście wyosobnienie nukleoproteidu odbywające 
się zupełnie analogicznie jak  w uprzednio opisywanych metodach. O trzy
m ane nukleoproteidy można rozfrakcjonowywać stosując metodę 
S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a .  Można też rozfrakcjonow yw anie 
poprzedzić ekstrakcją  roztworam i NaCl, co pozwala na otrzym yw anie czy
stego KRN, k tóry  po hydrolizie nadaje się do oznaczeń chrom atograficz
nych lub jonoforetycznych. Jeżeli jednak badany m ateriał ma być zana
lizowany chemicznymi metodami, wówczas wyizolowany nukleoproteid 
poddaje się od razu hydrolizie, w trakcie której następuje rozkład uw al
niający zasady purynowe. Dla wydzielenia ich z hydrolizatu w ykorzy
stu je się trudną  rozpuszczalność kompleksów m iedziowych lub srebro
wych. Czynniki hydrolizujące mogą być różne. Stosuje się kwas m rów 
kowy, solny, siarkowy, rozcieńczone zasady. H ydrolizaty traktow ane są 
solami miedzi lub srebra  w zależności od w ybranego sposobu postępo
wania.

M etodą,‘k tó ra  zdobyła sobie dużą popularność jest m etoda miedziowa. 
Twórcami jej są K r i i g e r  i S c h m i d t  (51), którzy w 1905 roku w y
korzystali do celów analizy ilościowej zasad purynow ych spostrzeżenie 
K rügera (50) o możliwości w ytrącania pu ryn  przy użyciu CUSO4 
i NaHSOs. Działanie powyższymi odczynnikami powoduje w ypadanie 
z roztw oru kom pleksowych połączeń purynowo-miedziowych. W latach 
trzydziestych zastosowali z powodzeniem metodę miedziową do analizy 
KN L e v e n  e, D m o c h o w s k i ,  K e r  r  (53a, 24, 44, 45).

Na m arginesie m etody K r ü g e r a  należy wspomnieć o błędach do
świadczalnych, kry jących  się w poszczególnych operacjach analitycznych, 
istotne znaczenie m a tu  kw estia właściwych w arunków  hydrolizy. Hy-

7*

http://rcin.org.pl



100 W. W IĘC K O W SK I I S. W ITK O W SK I [10]

droliza zbyt energiczna prowadzi do s tra ty  puryn, zbyt łagodna natom iast 
pociąga za sobą możliwość w ytrącania się z osadem miedziowym apury- 
nowych związków azotowych (peptydy), co w konsekw encji w pływ a na 
podwyższenie wyników na azot purynowy. Usunięcie niepożądanych za
nieczyszczeń w ym aga niekiedy kilkakrotnego w ytrącania kom pleksów 
purynow ych (24).

W roku 1935 G r a f f  i M a c u l l a  (32) wprowadzili m odyfikację 
wspom nianej metody, zastępując siarczan miedzi tlenkiem  m iedziawym, 
użytym  w słabo kwaśnym  środowisku. Metoda . m iedziowa pozwala na 
oznaczenie w połączonych osadach gw aniny i adeniny tylko tzw. azotu 
purynowego, po uprzednim  rozpuszczeniu osadu w HC1 i usunięciu m ie
dzi siarkowodorem. W ekstraktach HC1 można było oznaczyć gwaninę 
jodom etrycznie m etodą G r y n b e r g a  (33) lub też w ykorzystując w ięk
szą podatność tej puryny  na u tlenianie KM nOi, wyliczyć jej ilość z róż
nicy azotu purynowego i adeninowego, otrzym anego po całkow itym  roz
łożeniu gwaniny (41). Dokładną m ikromodyfikację m etody G r y n b e r g a  
opisali w roku 1954 D m o c h o w s k i  i P a n u s z  (23).

Do w ytrącania zasad purynow ych można również stosować związki 
srebra. Początkowe sposoby wydzielania puryn  oparte  były na reakcji 
z tlenkiem  srebra w środowisku am oniakalnym  (78, 68 , 80), ustąpiły  one 
jednak miejsca bardziej dokładnem u strącaniu srebrow em u w środowisku 
zakwaszonym  H 2SO4. Kompleksy purynow o-srebrow e otrzym ywano 
przez działanie Ag2S0 4 (83), lub Ag2Ü (24, 46, 47), czy też AgNC>3 w śro
dowisku kw aśnym  (57, 58).

Stosunkowo niedawno, bo w roku 1949, K e r r  i S e r a i d a r i a n  (46) 
opracowali dokładną metodę analizy KRN, opartą głównie na oznaczeniu 
składników azotowych. KRN poddawany jest półgodzinnej hydrolizie we 
wrzącej łaźni wodnej. W tych w arunkach ulega on rozpadowi do puryn 
i nukleotydów  pirym idynow ych. Po doprowadzeniu kwaisoty roztw oru 
do 0,5 n przy pomocy 2n H 2SO4 w ytrąca się zasady purynow e przez do
danie zawiesiny Ag20 . Z przesączu, zawierającego jony Ag, można w y
dzielić nukleotydy pirym idynow e dodatkiem  3 objętości alkoholu izo
propylowego. Po ekstrakcji gorącym  HC1 obu osadów srebrowych, ana
lizuje się poszczególne składniki spektrofotom etrycznie oraz oznacza N 
purynow y i azot związany z nukleotydam i pirym idynow ym i m ikrom ody- 
fikacją metody K j e l d a h l a  (44).

Zupełnie nową metodę podali w roku 1951 M a r s h a k  i V o g e l  
(63, 61), opierając się na własnościach hydrolizow ania KN przez kwas 
nadchlorowy. Kwas nadchlorowy, wg autorów, rozszczepia ilościowo kw a
sy nukleinowe, umożliwiając oznaczenie zasad purynow ych i p irym idyno
wych w różnorodnym  m ateriale biologicznym bez uprzedniego izolowania 
z tkanki KN (62). W ten  sposób unika się błędów związanych z niecałko
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w itą ekstrakcją, ze zmianą zasad w czasie ekstrakcji itp. Zastosowanie m e
tody M a r s h a k a  do oznaczenia puryn  i pirym idyn KN tkanki zwierzę
cej (bakterie, jaja  i plem niki Arbacia i Asterias) obejm uje następujące 
czynności:

a) odlipidowanie tkanki m ieszaniną acetonu i etanolu (2 : 1),
b) ekstrakcję związków kwasorozpuszczalnych 7°/o, lodowato zim

nym  CCI3COOH,
c) jednogodzinną hydrolizę 12 N HCIO4 we wrzącej łaźni wodnej,
d) rozdział chrom atograficzny otrzym anych zasad i oznaczenie icn 

spektrofotom etrycznie.
Ogromną zaletą tej m etody m a być jej czułość. W ymaga ona zaled

wie 10 mg badanego m ateriału. Połączenie m etody M a r s h a k a  z m e
todą S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  umożliwia bezpośrednie ozna
czanie zasad azotowych zarówno w KRN jak  i w KDN (61).

Uzyskiwane omówionymi sposobami produkty  hydrolizy KN można 
oznaczać chemicznymi m etodam i analitycznym i. U stępują one oczywiście 
pod względem dokładności metodzie spektrofotom etrycznej lub  polarogra
ficznej, jednakże w w arunkach, w których b rak  jest kosztownej i na ogół 
trudno dostępnej aparatury , jakiej one wym agają, oznaczanie oparte na 
pewnych charakterystycznych reakcjach zasad azotowych, w ystępują
cych w kwasach nukleinowych, są niezastąpione jako ważne uzupełnie
nie m etod chrom atograficznych i jonoforetycznych.

Reakcje kolorym etryczne zasad pirym idynow ych znane są od dawna. 
W 1936 r. H u n t e r  (39), opierając się na  badaniach J o h n s o n a  i C 1 a p- 
p a (40) nad reakcją sprzęgania p irym idyn ze związkam i dwuazoniowymi, 
opisał barw ną próbę, jaką daje tym ina ze zdwuazowanym  kwasem  sulfa- 
nilowym w obecności NaOH i hydroksylam iny. Pow stające na te j drodze 
intensyw nie czerwone zabarw ienie pozwala odróżnić tym inę od uracylu 
i cytozyny, dla których reakcja ta  w ypada negatyw nie. Powyższa próba 
została później w ykorzystana przez P i r c i o  i C e r e c e d o  (76) do iloś
ciowego oznaczania tym iny w hydrolizatach KDN po usunięciu puryn 
i kwasu lewulinowego, pochodzącego z rozkładu dezoksyrybozy. Jako 
środka wytrącającego puryny  użyto PdC l2 (34). Kwas lew ulinow y usuwa 
się przy pomocy ekstrakcji eterowej. Hydrolizę KDN przeprow adza się 
ogrzewając badaną substancję wobec stężonego kw asu mrówkowego 
w zatopionych rurach szklanych lub wobec 24%  H 2SO4. P ierw sza metoda 
pozwala na kolorym etryczne oznaczanie obok tym iny również i cytozyny, 
druga natom iast służy tylko do oznaczania tym iny, gdyż cytozyna w  tych 
w arunkach przez nią podanych ulega dezaminacji. D a  y  i M o s h e r  (18, 
19) wprowadzili pew ne m odyfikacje do próby H u n t e r a .  Polegały 
one na  zastąpieniu hydroksy lam iny gliceryną i przeprow adzaniu reakcji 
sprzęgania w atm osferze tlenu w 30°C, co zwiększało znacznie szybkość
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reakcji i wpłynęło dodatnio na trwałość zabarwienia. Analiza tym iny 
KDN obejmowała hydrolizę w 9 N H 2S 0 4 w  temp. około 130° w ciągu 
22 godzin, usunięcie puryn  z rozcieńczonego hydrolizatu  przy pomocy 
Ag2S 0 4 i kolorym etryczne oznaczenie tym iny.

Metodę oznaczania uracylu  i cytozyny na drodze kolorym etrycznej 
opracowali S o o d a k ,  P i i r c ( io  ' i C e r e c e d o  w  roku 1949 (87). 
M etoda ta  oparta jest na jakościowej próbie W h e e l e r a  i J o h n s o -  
n a (96) polegająca na tw orzeniu się purpurow ego osadu po działaniu 
Ba(OH)2 na roztwór uracylu i cytozyny, uprzednio poddany działaniu 
wody bromowej. Dostosowanie tej próby do oznaczeń ilościowych polega na 
redukow aniu odczynnika Newtona na kwas moczowy przez uracyl i cytozy- 
nę (69). Ilości uracylu i cytozyny dające się oznaczyć tą  drogą zaw ierają 
się w  granicach 6—33 ug. Kolorym etryczne oznaczenie obu pirym idyn 
m usi poprzedzić ich rozdział przez adsorpcję na syntetycznych żywicach. 
Obecność tymiiny nie przeszkadza w oznaczeniach.

Również i zasady purynow e można oznaczać kolorym etrycznie. H i t- 
c h i n g s  (36) podał w roku 1941 m etodę kolorym etrycznego pom iaru 
gw aniny w ykorzystując wcześniejsze obserw acje F u n k a  i M a c a ł -  
1 u m a (30). Podstaw ą wykonyw ania tego pom iaru jest zabarwienie, jakie 
daje gw anina z odczynnikiem  fenolowym. A denina i hypoksantyna nie 
reagują  z tym  odczynnikiem, natom iast ksantyna daje takie samo zabar
w ienie jak  gwanina. Ilość tej ostatniej niezbędna dla w ykonania oznacze
nia wynosi 0,001 mM. Zastosowanie tej m etody do oznaczania gwaniny 
KN wym aga izolowania zasad purynowych. M etoda kolorym etrycznego 
oznaczania adeniny opisana została przez W o o  d h o u s  e’a w roku 
1950 (99). Polega ona n a  redukcji adeniny pyłkiem  cynkowym  wobec
1 N HC1 lub H2SO4 w podwyższonej tem peraturze, dwuazoniowaniu
i sprzęganiu z odczynnikiem B r a 11 o n-M a r s h a l l a  (5). Pow stałe za
barw ienie m ierzy się kolorym etrycznie.

Ciągły postęp w w ysubtelnianiu m etod analizy składników KN nie 
om inął również i tak  podstawowego oznaczania, jakim  jest oznaczanie 
azotu zasad purynow ych czy pirym idynow ych. Należy tu  zaliczyć me
todę M a r k h a m a  (60), będącą m ikrom odyfikacją m etody K j e 1 d a h-
1 a, metodę kolorym etrycznego oznaczania azotu W e e d a  i C o u r t e -  
n  a y ’a (94) opartą na udoskonalonym sposobie spalania substancji orga
nicznych wg W h i t e ’a i  L o n g a  (97) oraz ostatnio podaną metodę 
L u b o c  h i  n s k y ’e g o i Z a l t y  (48).

Na zakończenie tego szkicowego refera tu  pragniem y podkreślić ko
nieczność stosowania w analizie KN zawsze co najm niej dwu m etod po
m iaru  w celu uniknięcia ew entualnych niedokładności i pomyłek. Doty
czy to zwłaszcza przypadków badań tkanek o zupełnie jeszcze nieznanym  
składzie KN.
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T OM II 1956 ZESZY T  1

GROSS S TAN ISŁ AW

Spektrometria związków nukleinowych

Selektyw ne pochłanianie prom ieniow ania elektrom agnetycznego o róż
nej długości fali przez różne substancje od dawna znalazło zastosowanie 
w analizie chemicznej. Szczególnie szeroko w ykorzystuje się pom iary 
pochłaniania w zakresie w idzialnym  (0,4 — 0,8 u), bliskiego nadfioletu 
(0,2 — 0,4 ¡i) i bliskiej podczerwieni (0,8 — 25 |i). Przyczyną pochłania
nia w zakresie nadfioletu są zupełnie inne własności cząsteczki chemicz
nej niż w zakresie podczerwonym, podobnie zresztą rodzaj pochłaniania 
w obu zakresach jest zupełnie inny i dlatego też obydwa działy omówio
ne będą oddzielnie.

Pochłanianie w zakresie nadfioletowym i widzialnym

Przyczyną pochłaniania prom ieniow ania w tych zakresach są zm iany 
poziomów energetycznych elektronów n,  o tworzących wiązania chemicz
ne pomiędzy atom ami wchodzącymi w skład cząsteczki (4).

W iązania pojedyncze utworzone przez elektrony o pochłaniają prom ie
niowanie w zakresie dalekiego próżniowego nadfioletu o długości fali 
rzędu 100 — 200 m|x.

W iązania podwójne utw orzone przez elektrony n  absorbują prom ie
niowanie w  zakresie bliskiego nadfioletu rzędu 200 — 300 m|x. Pochła
nianie uw arunkow ane elektronam i n  stanow iącym i wolne dublety hete
roatomów (N ,0 ,S ,i i.) jest obecnie przedm iotem  badań (22) (24). Na poło
żenie pasma pochłaniania decydujący wpływ ma zdolność przechodzenia 
na wyższe poziomy energetyczne elektronów tworzących wiązanie. Zdol
ność ta  uzależniona jest od budowy cząsteczki, a przede wszystkim  od 
wzajemnego położenia kilku wiązań zawierających elektrony n  (4). W po
zycji sprzężonej wiązań n zdolność ta  jest najw iększa i pasmo pochła
niania przesunięte jest w kierunku fal dłuższych (efekt batochromowy) 
w porów naniu z analogicznym  związkiem posiadającym  wiązania podwój
ne w innej pozycji (izolowanej). W przypadkach ustaw ienia aż kilku w ią
zań podwójnych w pozycji sprzężonej położenie pasma pochłaniania mo

[107]
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że być przesunięte naw et do długich fal zakresu widzialnego (barwniki). 
Pochłanianie prom ieniow ania przez substancje jest przedstaw iane zwykle 
w postaci wykresów we współrzędnych: wielkość pochłaniania i długość 
fali. M iarą pochłaniania jest logarytm  stosunku natężenia prom ieniow a
nia padającego (J0) na substancję badaną do przechodzącego (J) przez 
nią. Stosunek ten  w yrażany jest w jednostkach absorpcji (A), zwanej 
dawniej ekstynkcją, gęstością optyczną itp. (4, 12, 28).

Jak  w ynika z praw a L a m b e r t  a-B e e r a  A  — lg - j -  — k  c l

absorpcja w danej długości fali (/) jest w prost proporcjonalna do stęże
nia (c) i grubości w arstw y substancji badanej (l).

W spółczynnik absorpcji k  jest wielkością sitałą dla danej substancji 
w stałych w arunkach pom iaru i liczbowo jest on zależny od jednostek 
w jakich wyrażane jest stężenie (w molach na litr  (e) w gram ach (k) lub 
też w procentach).

Absorpcję zwykle odkłada się na osi rzędnych. Często zamiast ab
sorpcji odkłada się na osi rzędnych także współczynnik absorpcji (k , e) 
lub też logarytm y tych wielkości. Rzadziej i to raczej w zakresie pod
czerwieni (w aparaturze samorej estrującej) odkłada się na osi rzędnych 

J
transm isję (T %  =  • 100) podającą w procentach przepuszczalność

” O
prom ieniow ania przez substancję badaną.

Na osi rzędnych odkłada się zwykle długość fali w m ikronach (u), 
m ilim ikronach (mu), chociaż stosuje się także jednostki częstości drgań 
( 5'sek -1) lub liczbę falową (vcm -1) w prost proporcjonalne do energii n ie
sionej przez dane promieniowanie.

Pom iary absorpcji przeprowadzane są obecnie praw ie wyłącznie przy 
pomocy fotoelektrycznych spektrofotom etrów , k tórych przykładem  mo
gą być spektrofotom etry B e c k m a n a ,  U n i c a m - C a m b r i d g e ,  
P e r k i n - E l m e r  i wiele innych, Z metod fotograficznych korzysta 
się tylko w w yjątkow ych przypadkach. W najogólniejszym  przypadku 
spektrom etr do badań absorpcyjnych składa się z pięciu zasadniczych 
części: źródła prom ieniow ania (Ż), m onochrom atora (M), pomieszczenia 
dla substancji badanej (N) detektora prom ieniow ania przechodzącego przez 
tę substancję (D) oraz z urządzenia pomiarowego pozwalającego na od
czytanie w yniku pom iaru (P) (rys. 1).

Pom iary absorpcji pozwalają na wyciąganie wniosków odnośnie ja 
kościowego i ilościowego składu substancji badanej składającej się z m ie
szaniny różnych związków. Badania jakościowe dotyczą najczęściej iden
tyfikacji substancji zaw ierających charakterystyczne m aksim a absorpcji. 
Badania ilościowe możliwe są do przeprowadzenia tylko przy znajomości 
jakościowego składu m ieszaniny i dokładnej znajomości pochłaniania
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wszystkich składników w stanie czystym. Badania ilościowe w niektó
rych przypadkach możliwe są do przeprowadzenia z bardzo m ałym i iloś
ciami substancji rzędu miikrogramów (ng).

Podstaw ą analizy ilościowej przy w ykryw aniu  jednego składnika m o
że być porównanie pochłaniania z roztworem  standartow ym  o znanym  
stężeniu lub też znajomość współczynnika pochłaniania ustalonego raz na 
zawsze dla danych w arunków  pomiaru.

Pryzmat kwarcowy [usfr0

fx>

Rys. 1. Spektrofotometr Beckmana.

Podstaw ą analizy ilościowej przy w ykryw aniu dwóch składników jest
1. dokładna znajomość współczynników obydwu składników w dwóch 

długościach fal przyjętych za analityczne (dobranych w sposób zapew nia
jący najlepsze w yniki pom iaru) oraz

2. rozwiązanie układu dwóch równań z dwiema niewiadomymi:

A u  =  cx i +  fy ĵCg l 

A u  =  K u  ci 1 +  kM c2 1
Mieszaniny więcej składnikowe badane są rzadziej i wyniki obarczone 

są dużymi błędami. Podstaw ą analizy jest rozwiązywanie układu ty lu  
równań, ile składników znajduje się w mieszaninie.

W idma pochłaniania poszczególnych związków w mieszaninie zacho
dzą na siebie (częściowo się pokrywają), co w obecności kilku składników 
m ieszaniny uniem ożliwia wykonanie oznaczeń. Z tego powodu w w ięk
szości m ieszanin analiza spektrom etryczna musi być poprzedzona syste
m atycznym  rozdzieleniem na składniki.

Możliwości analizy i wyniki oznaczenia są uzależnione od sposobu roz
dzielania mieszaniny.

Związki nukleinowe

Szczególnie ciekawe możliwości istnieją w dziedzinie badania widm 
pochłaniania związków zaw ierających w swej cząsteczce układ puryno- 
wy lub pirym idynow y (20).
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W pierścieniach tych znajduje się kilka wiązań podwójnych w pozy
cji sprzężonej oraz wiązania pojedyńcze m iędzy atom am i węglowymi, 
a także są tam  heteroatom y, a więc w związkach tych w ystępują elektro
ny o, ji, n, decydujące o pochłanianiu w zakresie nadfioletu. N ajw ażniej
szymi spośród tych związków są związki nukleinowe (rozumiane jako 
kw asy nukleinowe, produkty  ich rozkładu oraz produkty  ich m etabo
lizmu). We wszystkich związkach nukleinow ych pochłanianie prom ienio

wania w zakresie nadfioletu 
uzależnione jest praw ie w y
łącznie od układu , puryno- 

wego lub pirym idynowego 
wchodzącego w skład czą
steczki. S tąd pochodzi duże 
podobieństwo widm  różnych 
związków nukleinow ych za
w ierających ten  sam układ 
chlomoforowy. Związki pu
rynowe i pirym idynow e w y
stępują w wielu odmianach 
tautom erycznych, co znacz- 
nierozszerza możliwości ba
dań absorpcyjnych, ponieważ 
odmiany tautom eryczne róż
nią się swym  widm em  p o 
chłaniania. Omówienie m eto
dyki stosowanej przy spektro- 
m etrycznym  badaniu zwią
zków nukleinow ych musi 
być poprzedzone przeglądem  
widm pochłaniania poszcze
gólnych związków nukleino
wych. Z wchodzących w grę 
biologicznie ważnych związ
ków będą omówione:

zasady azotowe — pury- 
ny i pirym idyny,

nukleozydy — będące połączeniem w /w  zasad z cukram i (rybozą lub 
dezoksyrybozą),

nukleotydy — będące połączeniem nukleozydów z kwasem  fosforo
wym,

kwasy nukleinow e — będące połączeniem wielu zwykle różnych nu- 
kleotydów.
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Interesujące jest także pochłanianie produktów  m etabolizm u związ
ków nukleinowych, jednak  danych na ten  tem at jest jeszcze bardzo 
mało (8).

Najważniejszym i zasadam i purynow ym i wchodzącymi w skład kwasów 
nukleinowych są adenina i  gwanina, zaś ich m etabolitam i w ystępującym i 
w ustro ju  żywym  są hipoksantyna, ksantyna i kwas moczowy, będący 
ostatecznym  produktem  przem iany związków purynow ych u człowieka

n h 2 
c

^ 6\
N x 5C - N

OH  
C

/ /  \
N  C— N

,CH

HC 4C—N
^ 3/  H 

N

adenina

OH
C

N

H ,N — C

C —N

CH

HC C— N
V /  H 

N

hipoksantyna

I
OH

C
/ /  \

N  C — N
1 ^

CO “ ► al0

/ /
C— N

^  /  H  
N

gwanina

OH  
C

#  \
N  C— N

HO— C C— N

/  N
ksantyna

C— OH

H O — C Ć— N
^  /  H 

N

kwas moczowy

Ich widma absorpcji zostały zebrane na rys. 2 (14, 16) dla roztworów 
w 0,1 n HC1.

Dla roztworów o innych stężeniach jonów wodorowych wygląd krzy
wych absorpcji jest inny.

Widmo adeniny w ykazuje m ałą zależność od pH roztw oru (rys. 3).
Widmo gwaniny natom iast ulega znacznym zmianom pod wpływem  

zm ian pH (rys. 4).
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Timp.
Rys. 3. Zależność widma absorpcji adeniny od pH (19).

X m / i----- -

Rys. 4. Zależność widma absorpcji gwaniny od pH (10).
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Zm iany widm a gw aniny związane są z tautom erią (keto-enolową) typu 
HN — C =  O N =  C — O — H

zaś zm iany widma adeniny są wynikiem  tautom erii (amino-iminowej) typu
N =  C — NHn HN — C =  NH

Najważniejszym i zasadami pirym idynow ym i są uracyl, cytozyna i ty - 
mina, a także izocytozyna i 5-metylocytozyna.

Drogi ich rozkładu w  organizmie prowadzące do powstania amoniaku
i dw utlenku węgla nie są jeszcze
dostatecznie znane.

HN — CO
i i 

OC CH
I II

HN — CH
uracyl

N =  C — NH, 

OC CH
I II

HN—CH
cytozyna

H N — CO
I i 

OC C—c h 3
I II

HN — CH 
tym ina

HN—CO
I I

H0N—C CH
I II

HN—CH
izocytozyna

zostały ze-Ich widma absorpcji 
brane na rys. 5 (13).

W szystkie te związki odznacza
ją się dużą zależnością widma od 
pH na skutek istnienia wielu od
mian izometrycznych, co szczegól
nie jaskraw o jest widoczne na 
przykładzie uracylu (25) rys. 6 oraz 
cyto^ny (23) rys. 7.

Połączenie zasady azotowej 
z cząsteczką cukru, k tóry  w ykazu
je tylko nieznaczną absorpcję w 
nadfiolecie, wpływa tylko w n ie
znacznym stopniu na wygląd w id
ma. Na skutek obciążenia cząstecz

ki, jak  to ma m iejsce k nukleozydach, położenie m aksim um  pochłaniania 
przesuwa się nieznacznie batochromowo (w kierunku fal dłuższych). 

Jeszcze m niejszy w pływ  ma dodanie w cząsteczce grupy fosforanowej

\m/i — -
Rys. 5. Widma absorpcji pirym idyn.

8 P o s tę p y  B io c h e m ii

http://rcin.org.pl



01-3

114 S. G R O SS [8]

zl/n/f----—
Rys. 6. Zależność w idm a absorpcji uracylu od pH.

-—-
1 —O —O — W 0,01 n NaO H
2 - - 0 - - 0 “ * w  °>05 M bu forze fo s fo 

row ym  pH  7,—
3 w  0,01 n HC1

Am/i--- -
c y ty d y n a  i  k w a s  c y ty d y lo w y  
c y to zy n a

Rys. 7. Zależność w idm a absorpcji 
cytozyny od pH.

Rys. 8. W idmo absorpcji cytozyny, cy ty -  
dyny i kw asu cytydylow ego w  0,01 n HC1.
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jak  to widać na przykładzie zestawionych widm  cytozyny, cy ty  dyny 
i kwasu cytydylowego (rys. 8) (9, 23, 25), oraz uracylu, u rydyny i kwasu 
urydylowego (rys. 9) (23, 25). W ymienione związki zawierają w swej 
cząsteczce rybozę.

W ymienione pochodne cytozyny najw ygodniej jest badać spektrom e- 
trycznie w środowisku 0,01 n HC1, ponieważ w ystępują w tedy najw ięk
sze różnice w położeniu m aksi
mów absorpcji. Pochodne u ra 
cylu przeciwnie wykazują na j
większe różnice w środowisku
0,01 n NaOH, ponieważ w tych 
w arunkach widmo uracylu jest 
silnie zależne od pH na skutek 
labilności wodoru przy azocie 3, 
zaś jego pochodna urydyna i 
kw urydylow y m ają wodór ten 
zastąpiony wiązaniem  rybozy- 
dowym, elim inującym  arom a
tyczny charakter pierścienia 
pirydynowego.

Pochodne tym iny zaw ierają
cej grupę metylową w  pozycji 5 
w ykazują małe przesunięcia ba- 
tochromowe widma w stosunku 
do pochodnych uracylu. Do bar
dzo ciekawych wniosków dopro
wadziło badanie zależności wid-

\m/j, — -
--------------  u ry d y n a  i k w a s  u r y d y lo w y
--------------  u ra cy l

Rys. 9. W idma absorpcji uracylu, urydyny  
i kw. urydylow ego w  0,01 n NaOH.

Rys. 10. Krzyw a absorpcji urydyny' w  róż
nych pH.

ma absorpcji nukleozydów od 
pH w środowisku silnie alkalicz
nym  (9, 25). Okazało się, że w 
tych w arunkach pojawia się dy- 
socjacja cząsteczki cukru, co 
prowadzi do zmian w widmie 
absorpcji, jak to jest widoczne 
na rys. 10 dla przykładu u ry 
dyny.

Spektrom etryczne oznaczanie 
różnych nukleotydów obok sie
bie jest możliwe w prostych 
m ieszaninach o ile nukleotydy 
różnią się położeniem maksimó
i. W przypadku kwasu cytydy-

8*
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lowego i urydylowego zostało to wykorzystane przez prowadzenie pom ia
rów w 262, 278 i 265 mi^ (16). Z dwóch pierwszych punktów  oznacza się 
stężenia i wzajem ny stosunek obu pochodnych, zaś w 265m|i możliwe jest 
spraw dzające oznaczenie sum aryczne obydwu związków, ponieważ w tym  
punkcie molowe współczynniki absorpcji dla obydwu związków są jedna
kowe (rys. 11).

Na specjalną uwagę zasługują w idm a pochłaniania nukleotydów , w y
stępujących w stanie wolnym  w organizmach żywych. Najważniejszym i

z nich są kwasy adenozyno- 
-5-trój fosforowy (ATP), ade- 

nozyno-5-dwufosforowy 
(ADP), adenozyno-5-monofo- 
sforowy (AMP), kwas adeni- 
lowy m ięśniowy oraz inozy- 
nomonofosforowy (IMP) bę
dący pochodną hipoksanty- 
ny (15).

Ich w idm a pochłaniania 
(rys. 12) są podobne do widm 
wolnych zasad azotowych, 
wchodzących w skład ich czą
steczek. Ani reszta cukrowa 

ani też fosforanowa nie w pływ ają na położenie m aksim um  absorpcji. Ich 
obecność wpływa jedynie na zmianę współczynnika absorpcji.

Najm niej charakterystyczne widma posiadają kw asy nukleinowe, po-

'kmft.-
O — O —O —  k w a s  u r y d y lo w y  

k w as c y ty d y lo w y

Rys. 11. K rzyw a absorpcji kw asów  cytyd ylow e
go i urydylow ego w  0,01 n HC1.

Am ii-
Rys. 12. Widma absorpcji ATP, AMP 

i IMP.

Am/i

Rys. 13. W idma absorpcji kw asu KRN  
i KDN.
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nieważ ich widmo jest zbliżone do sumy pochłaniania poszczególnych 
składników cząsteczki danego kwasu nukleinowego.

Przykładem  niew ielkich różnic w  wyglądzie w idm a kwasów rybo- 
i dezoksyrybonukleinowych (różniących się nie tylko składnikam i cukro
wym i ale i azotowymi) jest irys. 13 (18).

Przytoczone poprzednio widma absorpcji związków nukleinowych 
wskazują, że praw ie wszystkie omówione związki posiadają charak tery
styczne m aksim a w zakresie 240 — 300 mu. Z tego też powodu bezpośred
nia analiza widmowa m ieszaniny tych związków nie może prowadzić do 
oznaczenia poszczególnych składników.

Oznaczanie to jest możliwe tylko przy zastosowaniu specjalnych 
chwytów pozwalających na różnicowanie poszczególnych składników. 
Najlepsze w yniki można osiągnąć w ykonując oznaczenia spektrom etrycz- 
ne frakcji rozdzielonych innym i metodami.

Najczęściej związki nukleinowe poddaje się hydrolizie na najprostsze 
składniki. Z otrzym anej m ieszaniny produktów  rozpadu związki puryno- 
we wydziela się przez w ytrącenie srebrem , co prowadzi do oddzielenia 
od pirym idyn. Jeżeli otrzym ane m ieszaniny nie zaw ierają większej ilości 
składników niż dwa można je 
oznaczyć spektrofotom etrycz- 
nie. I tak  np. mieszaninę ade
niny i gwaniny (16) oznacza 
się przeprowadzając pomiar 
absorpcji przy 245 i 262 mu.
Obliczenie z układu dwóch 
równań z 2 niewiadomymi 
prowadzi do oznaczenia stę
żenia składników (rys. 14).

Sum aryczne stężenie mo
lowe można w tym  przypadku 
obliczyć przeprowadzając do
datkowo pom iar w 276 mM-, 
a więc w punkcie, w którym  
współczynnik molowy absorpcji obydwu składników jest jednakowy, po
dobnie jak  to miało miejsce w przypadku m ieszaniny kwasu cytydylowego 
i urydylowego.

Często dobór analitycznych długości fal może być znacznie ułatw iony 
przez dobór takiego pH  środowiska, przy którym  różnice w  absorpcji 
składników są najw iększe, jak  to było widoczne w przypadku pochodnych 
uracylu  lub też reszty cukrowej nukleozydu.

Bardzo trudną, jednak najbardziej specyficzną m etodą selektywnego

Am j

g w a n in a  
O —C —O —O  ad en in a

Rys. 14. W idma absorpcji adeniny i gw aniny  
w  0,1 n HC1.
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oznaczania poszczególnych składników  jest w ykorzystanie reakcji enzy
m atycznych.

K a l e k  a r  z Kopenhagi (14, 15) doprowadził technikę stosowania 
enzym ów w oznaczeniach spektrom etrycznych do perfekcji, co pozwoliło 
na  w ykryw anie różnych nukleozydów, nukleotydów  i zasad azotowych 
w  mieszaninach. I tak np. hipoksantyna i ksantyna mogą być usuwane 
z m ieszaniny działaniem  oksydazy ksantynow ej, zam ieniającej je  na kwas 
moczowy. W ynikiem tego jest zm niejszenie się w artości absorpcji w m a
ksim um  pochłaniania ksan tyny  (27 m^) lub hipoksantyny (248 mMi) 
a  zwiększenie się pochłaniania w  290 m[A charakterystycznego dla kw asu 
moczowego. Kwas moczowy może być oznaczany przez zamianę enzym a
tyczną pod wpływem  urykazy na allantoinę nie pochłaniającą prom ienio
w ania nadfioletowego.

Przykładem  zm ian zachodzących przy  enzym atycznym  usuw aniu 
składników  m ieszaniny w przeliczeniu na stężenie 1 m ikrogram a w m ili- 
litrze i na grubość w arstw y 1 centym etra może służyć tablica 1 (14).

T a b l i c a  1
Optyczne stale reakcji hydroksypuryn

hydroksypuryna enzym A A 290 A A 270 A A-260 A A 248

hipoksatyna ----- >
------ > kwas m oczowy

oksydaza
ksantynowa

+  0,080 — 0,007 — 0,030

ksantyna ——*■ „
g w a n in a ------> „
kw as m o c z o w y ------>
------ > allantoina

>>
„ +  gwanaza 
urykaza

+  0,066 
+  0,048 
— 0,072

-  0,053
— 0,025

0,023

0

Nukleozydy i  nukleotydy hydroksypurynow e nie u legają działaniu 
oksydazy ksantynow ej. W celu ich oznaczenia należy poddać je uprzednio 
działaniu nukleozydazy, ew entualnie w przypadku nukleotydów: nukleo- 
tydazy  lub niespecyficznej fosfatazy.

W przypadku oznaczania gw aniny dodatkowym  enzymem potrzebnym  
do analizy jest gwanaza działająca dezam inująco z w ytw orzeniem  ksan
tyny, która już dalej może być oznaczana przy pomocy oksydazy. Stoso
w anie enzymów wym aga znajomości szybkości reakcji enzym atycznych 
oraz w pływu substancji, z k tórej zbudowany jest enzym, na w ygląd widm a 
pochłaniania. W ymaga także posiadania odpowiednio czystych enzymów.

W ykorzystanie oznaczeń spektrom etrycznych w  nadfiolecie przyczy
niło się m. in.:

1. do ustalenia składu nukleotydowego kwasów nukleinow ych wyod
rębnionych z różnych tkanek,
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2. do ustalenia zawartości poszczególnych związków nukleinow ych 
w różnych tkankach,

3. pozwoliło na oznaczenia stałych dysocjacji różnych związków n u 
kleinowych,

4. było decydującym  czynnikiem  w ustalaniu  struk tu ry  związków nu
kleinowych. I tak  np. szereg prac z tej dziedziny było poświęconych usta
leniu m iejsca przyłączenia cząsteczki cukru do pierścienia purynowego.

Okazało się to możliwe przez porów nanie w idm  absorpcji na turalnych  
produktów  z syntetycznie otrzym anym i m etylopochodnym i (11) zaw iera
jącym i grupę m etylow ą przy azocie 9 pierścienia purynowego a nie 7, jak 
to poprzednio przypuszczano.

9-m etyloksantyna 7-m etyloksantyna ksantozyna

Rys. 15. Porów nanie w idm  absorpcji różnych pochodnych ksantyny.

Podobnie zostało rozstrzygnięte przyłączanie cukru do azotu 3 pierś
cienia pirymidynowego.

Nowsze prace związane z badaniem  widm  absorpcji puryn  i pirym idyn 
idą w kierunku ustalenia dokładnej zależności wyglądu widma od budo
wy cząsteczek związków zaw ierających w różnych położeniach podstaw ni
ki w pierścieniach zasad azotowych (21), (7).

Mikrospektrometria

Badania absorpcji prom ieniow ania elektrom agnetycznego przy pomocy 
m ikroskopu noszą nazwę m ikrospektrom etrii.

Celem tych badań może być, albo:
1. pom iar widma absorpcyjnego substancji dostępnej tylko w bardzo 

m ałych ilościach, albo
2. pom iar pochłaniania w różnych m iejscach preparatu , co ma szcze

gólne znaczenie w histologii i to przede wszystkim  w odniesieniu do usta
lania rozmieszczenia kwasów nukleinow ych w  komórce.

http://rcin.org.pl



120 S. G RO SS [14]

W drugim  przypadku miejsca preparatu , w których w ystępują badane 
związki w ykazują silną absorpcję prom ieniow ania o odpowiednio dobra
nej długości fali.

Zjawisko to od dawna w ykorzystano w fotografii barw ionych prepa
ratów  w  świetle widzialnym.

W przypadku badania rozmieszczenia kwasów nukleinow ych, na pre
para t rzuca się wiązkę prom ieniow ania o długości fali 260 mu, w  której

znajduje się m aksim um  pochłania
nia związków nukleinow ych w 
nadfiolecie. Optyka mikroskopu

Rys. 17. Odcinek chrom ozom u  
Rys. 16. O biektyw  bezsoczew kow y Chironom usa (pozytyw)

musi być wykonana z kw arcu lub też układ soczewek musi być zastąpio
ny układem  zwierciadeł sferycznych (3) (rys. 16).

W wprowadzonej w 1935 r. przez C a s p e r s s o n a  (5) technice foto
graficznej p reparat jest pod m ikroskopem  fotografow any. W m iejscach 
kliszy o m inim alnym  zaczernieniu w ystępują w preparacie najw iększe 
skupienia kwasów nukleinowych. Stopień przezroczystości kliszy fotogra
ficznej jest m iarą stężenia związków nukleinowych.

Technika fotograficzna jest bardzo żm udna i wym aga uwzględnienia 
bardzo wielu czynników zakłócających pom iar. Większość z tych  czynni
ków wiąże się z własnościami kliszy fotograficznej. Technika fotograficz
na wychodzi ostatnio z użycia. W okresie powojennym, a szczególnie 
w ostatnich pięciu latach rozpowszechnia się fotoelektryczna technika mi- 
krospektrom etryczna (6). Jej podstawą jest zastosowanie fotokom órek 
i elektrycznych urządzeń wzm acniających, pozwalających na bezpośredni 
pom iar absorpcji poszczególnych punktów  preparatu  (rys. 18). W ynik po
m iaru rejestrow any jest w postaci wykresów dla poszczególnych miejsc 
preparatów  badanych przy użyciu kilku różnych długości fal prom ienio
wania (rys. 19).

Przygotowanie p repara tu  do badania m ikrospektrom etrycznego w y
m aga stosowania specjalnych chwytów, z których najw ażniejszym i są 
dwa:

1. pierwszym  jest usuwanie z p repara tu  substancji także pochłania
jących prom ieniowanie w badanym  zakresie długości fal. Usuwanie to 
musi być wykonane w taki sposób, aby struk tu ra  p repara tu  nie uległa
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Rys. 18. Fotoelektryczne urządzenie m ikrospektrom etru
A — lam pa rtęciow a L
B — lam pa w olfram ow a M
C — m onochrom ator N
D — szczelina w yjściow a monochrom atora O
E — soczewka P ■
F — ruchom y pryzm at 90° R
G — kw arcow a płytka (kierująca część S ■ 

prom ieniow ania na odnośnikową fo- T •
tokom órkę) U

H — kondensator X
I — preparat Y - 
K — obiektyw

okular z przesłoną  
ruchom y pryzm at 
w irujący sektor 
urządzenie do centrow ania  
źródło w idm a porów naw czego  
fotokom órka  
elektrom etr  
opór
potencjom etr  
kam era fotograficzna  
układ soczew ek w ym ien iany  
pryzm at M

zmianie. Przykładem  może być traw ienie preparatu  trypsyną w celu usu
nięcia białka. Różnicę pochłaniania p repara tu  trawionego i n ietraw io- 
nego widać z rys. 20, przedstaw iającego rozmieszczenie chromozomów 
w preparacie tkanki chironomuse.

Z substancji w ystępujących w kom órkach żywych najbardziej zbliżo
ną absorpcję do kwasów nukleinow ych m ają białka zaw ierające am ino
kwasy: tryptofon i fenyloalaninę rys. 21.

2. Drugim  czynnikiem jest konieczność uwzględnienia zmian zacho-

http://rcin.org.pl



122 S. G RO SS [16]

chromosom

Rys. 20. Preparat tkanki Chironomusa
a) preparat n ietraw iony
b) preparat traw iony trypsyną

Rys 19. W ykres pochła
n iania dla k ilku  punk
tów  preparatu (jądro, 
cytoplazm a, chromosom)

Rys. 21. W idma absorpcji niektórych am i
nokw asów : 1. adenina, 2. tryptofan, 3. ty 
rozyna, 4. histydyna, 5. arginina, 6. fen y-  

lalanina, 7. leucylglicyna, 8. prolina

Xm/jb — -

Rys. 22. Rozkład gw aniny w  f
0,1 n NaOH pod w pływ em  

porm ieniow ania nadfio le
tow ego
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Rys. 23. Porów nanie szybkości rozkładu różnych  
pochodnych adeninow ych w  różnych w arunkach  
naśw ietlan ia  prom ieniow aniem  nadfioletow ym

ad en in a
k w a s  n u k le in o w y  
k w a s  a d e n ilo w y  
o d en ozyn a

dzących w preparacie w 
czasie naśw ietlania go 
prom ieniow aniem  nadfio
letowym . W prawdzie roz
kład związków puryno- 
w ych i pirym idynow ych 
zachodzi dopiero po k ilku
dziesięciu m inutach lub 
naw et godzinach naśw iet
lania prom ieniow aniem  
nadfioletowym  o dużym 
natężeniu (10) (19), rys. 22 
i 23 i  24,, jeżeli w  żywej 
kom órce już po kilku se
kundach naśw ietlania na
stępują s truk tu ra lne  
zm iany postaci, w  jakiej 
w ystępują związki nukle
inowe (denaturacja, zja
w ianie się ziarnistości itp.) 
Zagadnienie to szczególnie 
w nikliw ie jest ujm ow ane 
w ostatnich pracach ra 
dzieckich autorów  (17).

W yniki uzyskane w m ikrospektro- 
m etrii i to szczególnie przy stosowa
niu techniki fotograficznej są odzwier
ciedleniem  stosunków panujących 
w preparacie tylko dla cząsteczek 
większych od czterokrotnej długości 
fali promieniowania, a więc w ięk
szych od 1 m.. Przy cząstkach kom órki 
m niejszych od 1 ja zjaw iają się za
kłócenia w w iernym  odtw arzaniu 
obiektu.

W yniki uzyskane dotychczas przy 
stosowaniu m ikrospektrom etrii po
zwoliły wejrzeć w stosunki panujące 
w rozkładzie związków nukleinow ych 
w kom órce oraz skierowały hipotezy 
związane z rolą kwasów nukleino
wych w komórce na nowe tory.

Rys. 24. P orów nanie szybkości rozpadu 
gw aniny i kw asu m oczow ego pod w p ły
w em  prom ieniow ania nadfioletow ego  

w  zależności od środow iska
-----------------  k w a s  m o cz o w y  w  0,1 n HC1
-----------------k w a s  m o cz o w y  w  0,1 n NaO H
-----------------g w a n in a  w  0,1 n HC1
.......................  g w a n in a  w  0,1 n  NaO H
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Większość prac dotyczących m ikrospektrom etrii kwasów nukleinowych 
pochodzi z pracowni C a s p e r s s o n a  (5, 6) i z kilku pracow ni radziec
kich (17).

Pochłanianie w podczerwieni

Pochłanianie w podczerwieni związane jest z m echanicznym i własno
ściami cząsteczki. Zależy od jej ruchów rotacyjnych, oscylacyjnych oraz 
cd ruchów atomów względem siebie. Zależy także od siły w iązania defi
niowanej stałą siłową. Każdy rodzaj drgań atomów w cząsteczce charak
teryzuje się pochłanianiem  prom ieniow ania o odpowiedniej długości fali;
o ile na drganie atomów tworzących wiązanie chemiczne w m ałym  stopniu 
wpływ a pozostała część cząsteczki, w tedy odpowiednie pasmo absorpcyj
ne jest charakterystyczne dla danego rodzaju w iązań i jego położenie może 
być ujęte wzorem

v — częstość drgań
f — stała siłowa _L =  _L __L
rj — masa zredukow ana V m i m 2
rn — masy atomów

Zwykle położenie m aksim um  absorpcji przesuw a się w zależności od bu
dowy reszty cząsteczki.

Am plituda drgań atomów w cząsteczce zależna jest od tem pera tu ry  
substancji. Wzmożony ruch atom ów oddziałuje na ruch sąsiednich atomów.

Stąd też, im tem pera tu ra  jest 
wyższa, tym  pasma pochłaniania 
są bardziej rozmazane i szersze.

Dla odkładnej analizy jakoś
ciowej jest badać w idm a absorp
cji w tem peraturach  niskich (26) 
(rys. 25).

Szczególnie ostatnio często pro
wadzi się badania w tem peraturze 
ciekłego powietrza (26).

Najczęściej przeprowadza się 
amp.—- pom iary widm  absorpcji w zakre-

Rys. 25. Zależność w idm a absorpcji cy - sie °d 2 do 15 |x, najłatw iej dostęp- 
tozyny od tem peratury nym  ze względów aparaturow ych.

Optyka apara tu ry  w tym  zakresie 
wykonana musi być z soli kuchennej, zaś w konstrukcji układu optycznego 
chętniej korzysta się z wklęsłych zwierciadeł niż z soczewek. Prom ienio
wanie przechodzące przez substancję badaną w ykryw ane jest przy pomocy 
term oelem entów (bolometr, term opara itp.).
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Specjalne trudności nasuwa przygotowanie próbki. Używanie rozpusz
czalników jest bardzo ograniczone ich własną absorpcją w zakresie pod
czerwieni. Stosuje się czasami oleje m ineralne, cynkloheksanol i nieliczne 
inne rozpuszczolniki. Najczęściej jednak przygotowuje się cienkie błonki 
(filmy) otrzym ane przez nedestylowanie substancji badanej w wysokiej 
próżni (10- 5 mm Hg) na płytkę z soli kuchennej. Rzadziej substancję ba
daną w postaci proszku miesza się z solą kuchenną w moździerzu i na
stępnie prasuje na cienką płytkę.

Takie postępowanie pociąga za sobą niekiedy zmiany substancji bada-

¡7 cm'1
5000 3000 2000 1500 1000 900 800 700

| I I I I | I M  I | l l l l  | I I I I | ll l l| ll l l|l l ll|ll ll [l ll l|l ll l|l|l l|l l l | | l |  111 11 I I  | i i i i | i i i | | 11 | | | | | | | | | | i

Rys. 26. W idmo transm isji w  podczerw ieni dla tym iny, uracylu, cytozyny
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----- \/cm
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Rys. 27. W idmo transm isji w  podczerw ieni dla adeniny, gw aniny  
(w postaci błonki i proszku), h ipolesontyny i lesontyny

nej, spowodowane destylacją lub też naciąganiem  wilgoci przez przygo
towaną do badania próbkę. By móc sprawdzić w pływ  tych czynników 
zwykle badanie w podczerwieni poprzedzane jest porów naniem  widm a
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absorpcji w nadfiolecie dla badanej substancji przed i po przygotowaniu 
preparatu .

Większość prac dotyczących widm absorpcji związków nukleinowych 
w podczerwieni została w ykonana w ostatnich 10 latach. Prace te prow a
dzone przede wszystkim  przez B 1 o u t a i F i e 1 d s a (1, 2, 27) dotyczyły

U cm ' 1— —
4000 2000 1000 800

5000 3000 1500 900 700
|H H  |i 111 |i 1111111 i |iiiąiin|Bii|ttii|iiii|itii|iiii|i u  111111 11 1111 1 11 1 | i i i i | i i  m | i i  1 11 1 1 1

Rys. 28. W idmo transm isji w  podczerw ieni dla adenozyny,
(w postaci b łonki i proszku), hipolesontyny i lesontyny

widm pochłaniania wszystkich poprzednio w ym ienionych związków nu 
kleinowych, a więc zasad azotowych, nukleozydów, nukleotydów  i kw a
sów nukleinowych, jak to obrazują przytoczone rysunki (rys. 26, 27, 28, 30).

Z przytoczonych wykresów  widać, że widma proszkowe są dużo m niej 
w yraźne niż w idm a błonek. Poza tym  rozpraszanie proszków uniem ożli-
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wda uzyskanie m iarodajnych widm  w zakresie fal krótszych niż 5 [x. 
W szystkie widm a posiadają charakterystyczne podobne pasma w l  =  3 \i, 
6 [i, 7 |x, 8 |x, które przypisuje się obecności w  cząsteczce wiązań OH, NH 
(3 ix); C -  O, C =  C, C =  N, (ok. 6 \i) CH (6, 85 v), CCH3 (7, 24 n), 
C - , C - 0  (ok. 8 jjl) .

Dla grupy aminowej NHo charakterystyczne jest pasmo przy trzech 
(3 n) m ikronach, w ystępujące w widmie adeniny i  gwaniny, zaś n ie w y
stępujące w widm ie ksantyny.

Zasadnicze różnice pomiędzy indyw idualnym i związkami w ystępują 
dopiero w zakresie 9 — 15 u, k tóry  może służyć do ich identyfikacji. 
Szczególnym przykładem  w ykorzystania różnic absorpcji w tym  zakresie 
mogą być wnioski dotyczące rodzaju składnika cukrowego związków nu
kleinowych (rys. 29 i rys. 30).

Hm' 1 ----
4000 2000 . 1000 809

5000 3000 1500 900 700
|I11111 11 < 1111 I | i I I I |tlllpilIpBl jII11]11111111111111 |l 11 I 11 I I I | I I I I |  I I I I |  I I I I | I 11 I | I I I I |  I t I

Rys. 29. W idmo transm isji w  podczerw ieni d -rybozy

Ryboza charakteryzuje się pochłanianiem  w 1 =  9,2 |x i 11,7 ix, którego 
brak w  związkach dezoksy, k tórych charakterystyczne pochłanianie w y
stępuje w a =  9,8 M-.

Na zakończenie należy podkreślić, że zebrany m ateria ł n ie w yczer
puje całokształtu badań spektrom etrycznych w dziedzinie związków nu
kleinowych. U podstaw  dokładnych prac ilościowych stoi zawsze znajo
mość molowych współczynników absorpcji, k tóre n ie zostały tu ta j p rzy
toczone. Dla dużej ilości związków nukleinowych, a przede wszystkim  dla 
kwasów nukleinowych współczynniki absorpcji odnosi się do jednego ato
m u fosforu (ep) ze względu na brak danych odnośnie ciężaru cząsteczko
wego. W ostatnich latach prowadzone są badania spektrom etryczne z uży
ciem światła spolaryzowanego. W układach zorientow anych (o cząstecz
kach ustaw ionych równolegle) pozwala to na powiązanie wielkości współ
czynnika absorpcji z wielkością cząsteczki. Może to mieć znaczenie dla 
ustalenia ciężarów cząsteczkowych kwasów nukleinow ych. Najbliższe lata
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przyniosą niew ątpliw ie zastosowanie do badania związków nukleinow ych 
coraz bardziej rozwijającej się techniki pomiarów widm absorpcji w próż
niow ym  nadfiolecie (100 — 200 |a) oraz w zakresie m ikrofal (fale rzędu 
m ilim etrów).

t/CW' 1 ----
4000 2000 1000 800

5000 3000 1500 900 700
JIIII |l 11 I |ll 11| I I I I pil|Mipi|lllljllll|llll|llll|llll|llll 11 11 I | I I I I | I I I I | I I  I I | I I I I | I I l|

Rys. 30. W idmo transm isji w  pod-czerw ieni dla kw  
asu dezoksyrybo-nukleinow ego (DRN) i kw asu rybo

nukleinow ego (RN)

Badania spektrom etryczne związków nukleinow ych ograniczają się 
u nas ze względów aparaturow ych do sporadycznych pom iarów w zakre
sie bliskiego nadfioletu.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM II 1956 ZESZY T  1

ELŻBIETA SE MPIŃS KA

M etody chromatograficzne 
w dziedzinie kw asów  nukleinow ych

Zakład B iochem ii U niw ersytetu  Łódzkiego, Łódź, ul. L indleya 6.

Chromatografia bibułowa

W prowadzenie m etod chrom atograficznych stało się do pewnego 
stopnia punktem  przełomowym  w dziedzinie badań nad kwasami nuk lei
nowymi. Pozwoliło ono na dokonanie szybkiego i precyzyjnego w glądu 
w ich skład oraz budow ę,. czego nie można było osiągnąć przy użyciu 
uciążliwych, mało dokładnych m etod chemicznych, wym agających dużych 
ilości m ateriału  wyjściowego. Prace z zakresu chrom atografii kwasów 
nukleinow ych oparte są na metodyce chrom atografii bibułowej, rozdziału 
na jonitach i kolum nach skrobiowych. K olum ny skrobiowe nie znalazły 
szerszego zastosowania, tak  że dzisiaj stosujem y przew ażnie albo rozdział 
na bibule, k tóry  ma tę  zaletę, że jest szybki, prosty i pozwala wykonać 
oznaczenia z bardzo m ałych ilości m ateria łu  wyjściowego, lub rozdział na 
jonitach, gdy chcemy wyizolować większe ilości poszczególnych składni
ków.

Rozdziałowi chrom atograficznem u poddajem y zwykle hydrolizaty kw a
sów nukleinowych, zaw ierające zależnie od sposobu hydrolizy: wolne za
sady purynow e i. pirym idynow e, wolne pu ryny  obok nukleotydów  p iry 
midynowych, m ieszaniny rybo- lub dezoksynukleozydów, m ieszaniny 
rybo- lub dezoksynukleotydów, a wreszcie i większe ułam ki kwasów, 
pow stające przeważnie w procesach enzym atycznych.

Pierw sze prace chrom atograficzne w dziedzinie kwasów nukleinow ych 
oparte były na zastosowaniu m etod chrom atografii bibułowej, k tóra jest 
dotychczas najbardziej rozpowszechnionym sposobem rozdziału. Ogólna 
procedura nie różni się od zwykłej procedury chrom atograficznej. B ibułą 
zwykle stosowaną jest W hatm an N r 1, niekiedy bibuła Schleichera 
i Schulla Nr 597. P uryny  i pirym idyny, względnie ich związki, nakrap la  
się do oznaczeń ilościowych w ilościach 20— 50 ¡-ig poszczególnych zasad.

9* [131]
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Po rozwinięciu chrom atogram u i odpędzeniu rozpuszczalnika w prądzie 
ciepłego powietrza, ustala się rozmieszczenie rozdzielonych związków, 
a następnie wycina się z bibuły miejsca odpowiadające położeniu poszcze
gólnych składników i eluuje je  roztworam i kw asu solnego (najczęściej 
IN  lub 0,1N). Zawartości związków w ekstraktach określa się na drodze 
spektrofotom etrycznej w ultrafiolecie (oznaczeń puryn  i pirym idyn do
konuje się najczęściej w roztworze 0,1N HC1, nukleotydów  w 0,01N HC1). 
Odnośnik (blank) sporządza się, ekstrahując w analogiczny sposób skraw ki 
czystej bibuły, wycięte z pasków zanurzonych li rozw ijanych w rozpusz
czalniku równolegle do właściwego chrom atogram u.

Pierw sze prace nad rozdziałem puryn, pirym idyn i nukleozydów 
V i s c h e r a  i C h a r g a f f a  oraz H o t c h k i s s a  ukazały się w la
tach 1947-48. Stosowanymi wówczas rozpuszczalnikam i były m ieszanki 
kolidyny i chinoliny z wodą (V i s c h e r  i C h a r g a f f  (63), butanol 
nasycony wodą ( H o t c h k i s s  (28)) oraz m ieszaniny: morfoliny, dwu- 
etylenoglikolu, butanolu i wody o różnych składach i różnych propor
cjach (V i s c h e r i C h a r g a f f  (64)) Tabl. 1.

N iektóre z przytoczonych wyżej rozpuszczalników wyszły już całko
wicie z użycia, jak  np. chinolina i kolidyna, które stw arzają tę niedo
godność, że z powodu pochłaniania w nadfiolecie trzeba je  bardzo do
kładnie usunąć przed oznaczeniami spektrofotom etrycznym i. Obecnie 
najczęściej używanym i rozpuszczalnikam i są różne m ieszanki alkoholi 
alifatycznych z wodą, kwasami, ew entualnie amoniakiem. Alkohole źle 
mieszające się z wodą służą do rozdzielania zasad purynow ych i pirym i
dynowych oraz nukleozydów; nukleotydy w takich w arunkach nie ru 
szają się z m iejsca startu . Alkohole łatwiej m ieszające się z wodą roz
dzielają zarówno zasady i nukleozydy, jak  i nukleotydy. Dodatek kw a
sów wpływa na lepszy rozdział m ieszanin z większą zawartością guani
ny, która jest źle rozpuszczalna w roztworach obojętnych, szczególnie 
w obecności amoniaku.

Dla zorientow ania się podaję krótki przegląd najw ażniejszych spoś
ród stosowanych układów rozpuszczalników.

U kłady z alkoholem butylow ym  norm alnym  — służące jedynie do 
rozdziału zasad i nukleozydów (rybo- i dezoiksy).

Stosuje się: butanol nasycony wodą, prowadząc niekiedy rozdział 
w atm osferze gazowego am oniaku ( H o t c h k i s s  (28), V i s c h e r  
i C h a r g a f f  (64), M a r k h a m  i S m i t h  (36), B u c h a n a n  (5), D i e- 
m i a n o w s k a j a  i B i e ł o z i e t f s k i j  (19), m ieszanki alkoholu bu
tylowego z kwasem  solnym  (V i s c h e r  i C h a r g a f f  (64), lub m rów
kowym  (90%> n-butanol nasycony wodą, 10°/o kwas m rówkowy lodowa
ty) (M a r k h a m  i S m i t h  (36), K r i t s k i j (34)) — te ostatnie na
dają  się specjalnie do rozdziału nukleozydów. Można stosować także mie-
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T a b l i c a  I.
Rozdział puryn i p irym idyn w  różnych system ach rozpuszczalników  w g  

Y i s c h e r a  i C h a r g a f f a

Nr
do

św iad
czenia

M ie W artości Rf
szani
na do 
roz

działu

Układ rozpuszczalników A de
nina

Gua
nina

H ipo
ksan

tyna

Ksan
tyna

Ura
cy l

Cyto-
zyna

T y-
m ina

1. n n-Butanol (nasycony 
wodą)

0,28 0,074 0,17 0,071 0,32 0,19 0,47

2. a
n-Butanol (3), m orfoli- 
na (1), woda (4)

0,53 0,29 0,35 0,13 0,56 0,47 0,71

3. n 0,53 0,29 0,35 0,14 0,55 0,46 0,73

4. a n-Butanol (4,5), morfo- 
lina (1,5), dw uetyleno- 
glikol (1), woda (2)

0,60 0,40 0,48 0,35 0,66 0,54 0,82

5. n 0,72 0,46 0,58 0,41 0,66 0,61 0,78

6'
a

Kolidyna (nasycona 
wodą)

0,67 0,57 0,68 0,70 0,80 0,47 0,85

i 7‘ n 0,62 0,56 0,63 0,63 0,77 0,42 0,84

8. a Kolidyna (1), chinolina  
(2) m ieszanina nasyco
na 1,5 częściam i wody,

0,55 0,41 0,58 0,63 0,73 0,17 0,80

9. n 0,34 0,22 0,44 0,62 0,74 0,21 0,84

10. n
n-Butanol (4), dw uety- 
lenoglikol (1), woda ( 1)

0,53 0,27 0,42 0,27 0,60 0,45 0,77

11. n 0,52 0,23 0,31 0,15 0,50 0,50 0,70

12. n-B utanol (4), dw uety- 0,20 0,08 0,29 0,31 0,60 0,34 0,74
lenoglikol (1), 0,1N
HC1 (1)

13. n-Butanol (nasycony 
0,1N HC1)

0,032 0,006 0,054 0,09 0,30 0,035 0,44

szanki butanolu z am oniakiem  (6 objętości butanolu, 1 objętość 0,6 N 
amoniaku, atm osfera amoniakalna) ( C h a r g a f  f, L i p s h i t z  i współpr. 
(J1)) oraz n-butanol nasycony 10%-owym roztw orem  mocznika (C a r-  
t e r  (10)). Rozdział prowadzony w atm osferze am oniakalnej lub z do
datkiem  amoniaku do rozpuszczalnika nie jest odpowiedni do ilościowych 
prac z guaininą.
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Alkohole butylow y II i III-cio rzędowy (mieszające się z wodą w więk
szych proporcjach) znalazły również zastosowanie w  chrom atografii kw a
sów nukleinowych. Szczególnie ważnym  jest uk ład  S m i t h a  i M a r k -  
h  a m  a (50), w skład którego wchodzi alkohol butylow y III-cio rzędowy 
(70% obj./obj.), kwas solny i woda w takich proporcjach, aby cały roz
tw ór był 0,8N względem HC1. M etoda ta daje dobry rozdział na  stosun
kowo krótkim  odcinku guaniny, adeniny, kwasu cytydylowego i urydy- 
lowego, nadaje się więc dobrze do rozdziału produktów  hydrolizy kw a
sów nukleinow ych w słabych kwasach m ineralnych w  temp. 100°. Nie 
daje ona tzw. „ogonów“ naw et przy guaninie i z powodu kwaśnego śro
dowiska nie wym aga neutralizow ania hydrolizatów  nakraplanych  na bi
bułę. S m i t h  i M a r k h a m  przy użyciu tej m etody analizow ali kwas 
rybonukleinow y drożdżowy oraz kwasy nukleinow e różnych wirusów roś
linnych. M etodą tą  posługiwało się również szereg innych autorów  
( K n i g h t  (31), H a m o i r  (24), W h i t f e l t  (58) itd.).

W artości Rf w  rozpuszczalniku: alkohol butyl.-w oda-kw as solny są 
następujące:

guanina — 0,21 kwas cytydylow y — 0,48
adenina — 0,32 kwas urydylow y — 0,79

Rozdział podobny do tego, jaki otrzym ujem y w układzie S m i t h a  - 
- M a r k h a m a  daje nam  rozpuszczalnik wprowadzony przez W y a  11  a 
(61), oparty  na bazie alkoholu izopropylowego. W skład jego wchodzi: 
alkohol izopropylowy (65% obj./obj., absolutnego, 68%  obj./obj. — 
95%-owegoi), woda i kwas solny w takich proporcjach, by cały końcowy 
roztw ór był 2N względem HC1. Układ ten nadaje  się również przede 
wszystkim  do rozdziału hydrolizatów, w k tórych obecne są puryny obok 
wolnych nukleotydów  pirym idynow ych. Rf poszczególnych związków 
w tym  układzie podane są w tablicy N r 2.

Rozpuszczalnik W y a t t a  jest jeszcze bardziej rozpowszechniony niż 
S m i t h  a-M a r k h a m a .  W y a t t  zanalizował tą  m etodą różne kwasy 
dezoksynukleinow e zwierzęce, n iektóre roślinne oraz szereg kwasów de- 
zoksynukleinowych bakterii i wirusów. S tw ierdził on przy tym  w ystę
powanie 5-m etylocytozyny w kwasach DN zwierzęcych i roślinnych, a jej 
brak  w kwasach DN bakterii i w irusów  oraz kw asach rybonukleinowych; 
w 1953 r. w ykrył obecność 5-hydroksym etylocytozyny w bakteriofagach 
Bacterium  coli. Szereg innych autorów stosowało także tę  m etodę do ana
lizy kwasów dezoksynukleinowych, rozdziału m ononukleotydów oraz m a
łych polinukleotydów  ( S m i t h ,  S t o k  e r  (53), S m i t h ,  W y a t t  (54), 
M a r k h a m ,  S m i t h  (40), B r o w n ,  D e  k  k e r, T o d d  (4) 
W y a t t ,  C o h e n  (62), S c h r a m ,  K e r e k j a r t o  (48).

Na bazie alkoholu izopropylowego oparty jest również rozpuszczalnik 
w prowadzony przez M a r k h a m a  i S m i t h a  w roku 1952 (39). Skła-
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T a b l i c a  2.
W artość Rf sk ładników  k w asów  nukleinow ych w  rozpuszczalniku W y  a 11 a

Puryny: Rf
(W hatman Nr

Guanina 0,25
K santyna 0,25
H ipoksantyna 0,31
A denina 0,36

Pirymidyny:
Cytozyna 0,47
5-M etylocytozyna 0,55
U racyl 0,68
Tym ina 0,77

Nukleozydy i nukleotydy
C ytydyna 0,50
D ezoksycytydyna 0,63
K w as cytydylow y 0,61
K w as urydylow y 0,79

da się on z alkoholu izopropylowego (70% obj./iobj.) i wody (30%  obj./obj.) 
z docŁatkiem roztw oru NH3, na  dno kom ory chrom atograficznej (0,35 m l 
roztw. NH3 o gęst. 0,880 g/cm 3 na każdy 1 l itr  przestrzeni gazowej ko
mory). M ieszanina ta  rozdziela rybonukleotydy i m ałe rybopolinukleo- 
tydy, a także tak ie  u łam ki kwasów nukleinowych, jak: dezoksydw unu- 
kleotydy i fosfodwunukleozydy ( S m i t h ,  M a r  k  h a m (51), (52), cy
kliczne nukleotydy ( B r o w n ,  M a g r a t h ,  T o d d  (8))  i estry  fosfo
rowe nukleotydów  ( B r o w n ,  H e p p e 1, H i l m o e  (7)). Okazała się 
w ygodna przy badaniu produktów  traw ienia kw asu RN rybonukleazą.

Innym , względnie w ażnym  układem  rozpuszczalników w prowadzo
nym  przez M a r k h a m a  i S m i t h a  jest układ, którym  izopropanol 
jest jedynie drobnym  dodatkiem, a podstawę stanowi nasycony roztw ór 
siarczanu amonu (37). Skład jego jest następujący: nasycony roztw ór s ia r
czanu amonu — 79% obj./obj., IM ootan sodu — 19% obj./obj., izopro
panol — 2% obj./obj. M ieszanina ta  rozdziela m iędzy innym i izom ery 
2' i 3' kwasów: adenylowego, guanylowego i cytydylowego oraz estry  
tych izomerów, a także cykliczne fosfonukleozydy od zwykłych fosfonu- 
kleozydów (W h i t f e l d ,  M a r k h a m  (59), H e p p e l ,  M a r k  h a  m,  
H i l m o e  (27), M a r k h a m ,  S m i t h  (39), (40), (41). Można ją  również 
stosować do rozdziału adenozyny, 5-fosfoadenozyny, dwufosfoadenozyny 
i trójfosfoadenozyny.

Alkohol propylow y norm alny był również w ypróbow any jako roz
puszczalnik przede wszystkim  w m ieszaninach z wodą, kw asem  m rów 
kowym  i solnym. M ieszanki te jednakże nie odegrały większej roli w ba
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daniach nad kw asam i nukleinow ym i. Stosował go również w roztwo
rach z alkoholem tetrahydrofurfu ry low ym  oraz buforam i o różnych pH 
C a r  p e n t e r  (9) do rozdziału puryn, nukleozydów i nukleotydów  (obok 
alkoholu izoamylowego). Specjalną pozycję stanow ią w dziedzinie chro
m atografii kwasów nukleinow ych prace C a r t e r a  (10). C arter przv 
pomocy wprowadzonych przez siebie układów rozdzielił po raz pierwszy 
kwas adenylow y z kw asu drożdżowego na dwa izom ery 2' i 3'.

Rozpuszczalnikami C a r t e r a  są układy dwufazowe, składające się 
z buforów cytrynianow ych lub fosforanowych, nasyconych alkoholem izo- 
amylowym, pokry tych  w arstew ką pozostającego w nadm iarze alkoholu 
(tabl. 3). Koniec paska bibuły wprowadzony do roztw oru przechodzi jed-

T a b l i c a  3.

R ozpuszczalniki oraz w artości R f sk ładników  kw asów  nukleinow ych w g m etody
C a r t e r a

Związek

5% cytry
nian amonu 

pH 3,6 
— alkohol 
izoam ylow y

5% cytry
nian amonu  

pH 9,6 
— alkohol 

izoam ylow y

5% KH2P 0 4 
alkohol 

izoam ylowy

5% N a2H P 0 4 
— alkohol 
izoam ylow y

5% K H 2P 0 4 
pH 7,0 

— alkohol 
izoam ylow y

Adenina 0,69 0,37 0,53 0,44 0,42
Guanina 0,50 0,37 0,00 0,02 0,02
Uracyl 0,72 0,72 0,78 0,73 0,74
Cytozyna 0,83 0,72 0,79 0,73 0,74
Tym ina 0,72 0,72 0,77 0,73 0,74
Adenozyna 0,68 0,52 0,58 0,54 0,53
Guanozyna 0,66 0,59 0,68 0,62 0,64
Urydyna 0,80 0,80 0,88 0,79 0,80
Cytydyna 0,86 0,77 0,88 0,76 0,80
K was adenylow y a 0,74 0,65 0,72 0,74 0,74
Kw as adenylow y b 0,74 0,60 0,81 0,67 0,63
K w as guanylowy 0,80 0,73 0,87 0,79 0,78
K was cytydylow y 0,89 0,82 0,93 0,85 0,86
Kw as urydylow y 0,89 0,82 0,93 0,85 0,86
Hipoksantyna 0,63 0,49 0,52 0,57 0,59
Ksantyna 0,52 0,45 0,56 0,49 0,42

nocześnie przez dwie fazy: wodną i alkoholową. U kłady C a r t e r a  mogą 
służyć do rozdziału puryn, pirym idyn, nukleozydów i nukleotydów, z tym  
ograniczeniem, że n ie rozdzielają kwasu cytydylowego i urydylowego. 
Oznaczenia poszczególnych nukleotydów  pirym idynow ych można jed
nakże dokonać eluując je  w postaci mieszaniny, a  następnie przeprow a
dzając oznaczenia spektrofotom etryczne w dwóch długościach fal.
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W tym  krótkim, przeglądzie należy wspom nieć o rozpuszczalnikach 
wprowadzonych przez M a g a s a n i k a  i współprac. (42), oraz B o u l a n 
g e r a  i M o n t r e u i l a  (3) w ich pracach nad rozdziałem  rybonukleo- 
tydów. Są one dość specyficzne, gdyż nie opierają się na  bazie alkoho
lowej. Rozpuszczalnikiem M a g a s a n i k a ,  V i s c h e r a  i współpr. 
jest kwas izomasłowy, zobojętniony wodą am oniakalną do pH  3,6— 3,7. 
W układzie tym  jednak  kwas guanylow y i urydylow y pozostają nieroz- 
dzielone. Dostatecznie dobry rozdział 4 nukleotydów  otrzym ują B o u l a n 
g e r  i M o n t  r  e u  dii. Podstaw ą ich układów  jest fenol (taibl. 4).

T a b l i c a  4.

Wartości R f nukleotydów w  układach B o u l a n g e r a  i M o n t r e u i l a

R f (20 —  22°C)

Układ rozpuszczalników
h 3p o 4 U + G + C A

Fenol (80) —  Izopropanol (10) 0,17 0,33 0,44 0,50 0,64
—  kwas mrówkowy (10) —  woda 
(100)

do 0,18 do 0,34 do 0,45 do 0,54 do 0,65

Fenol (85) —  Izopropanol (5) 0,22 0,37 0,49 0,58 0,70
—  kwas mrówkowy (10) —  woda 
(100)

do 0,23 do 0,38 do 0,50 do 0,59 do 0,71

Fenol (84) — butanol III-c io rzę - 
dowy (6) —  kwas m rówkowy (10) 
—  woda (100)

0,22 0,35 0,46 0,57 0,70

Fenol (90) —  kwas m rówkowy 0,28 0,41 0,52 0,60 0,70
(10) — woda (100) do 0,31 do 0,44 do 0,54 do 0,63 do 0,75

U  —  kwas urydylowy, G  —  kwas guanylowy, C  —  kwas cytydylowy, A  —  kwas 
nylowy. +  Kw as urydylow y i guanylowy dają często podwójne plamy.

Odczynniki zmieszane w podanych w tablicy proporcjach rozdzielają się 
na dwie fazy. Faza fenolowa używana jest do rozdziału chrom atograficz
nego, fazę wodną nalew a się na dno kom ory chrom atograficznej w celu 
w ytw orzenia odpowiednio nasyconej rozpuszczalnikiem  atm osfery. Po
wyższy rozdział chrom atograficzny łączy się w celu otrzym ania w yni
ków ilościowych z oznaczeniami fosforu nukleotydow ego w odpowied
nich wycinkach chrom atogram u. Pochłanianie fenolu w ultrafiolecie unie
możliwia, niestety, przeprowadzenie oznaczeń spektrofotom etrycznych. 
P rzy  użyciu opisanej m etody B o u l a n g e r  i M o n t r e u i l  zanalizo
wali kwas rybonukleinow y w ątroby i trzustk i bydlęcej. Rozdziałem de- 
zoksynukleotydów zajm owali się m iędzy innym i S h i v e ,  S i b l e y  
i R o g e r s  (49), stosując jako rozpuszczalnik 65%  2,6-lutydynę. We 
wszystkich wypadkach, gdzie analiza chrom atograficzna jednokierunko
wa nie daje wystarczająco dobrych rezultatów , możemy stosować rozwi

V
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nięcie chrom atogram ów w dwóch kierunkach. Chrom atografię dw ukie
runkow ą stosowało szereg autorów, posługując się różnym i kom binacjam i 
z omówionych rozpuszczalników. Dla przykładu podaję kilka układów:

C a r t e r  (10): 1. butanol nasycony 10% -owym roztw orem  mocznika,
2. 5°/a-owy roztw ór Na2HPÛ4 z w arstew ką alkoholu izoamylowego. Sy
stem  ten służy do rozdziału puryn, pirym idyn, nukleozydów  i nukleo- 
tydów.

B o u l a n g e r  (3): 1. alkohol izopropylowy (lub butylow y III-cio rzę
dowy) - woda - HC1. 2. jeden z rozpuszczalników fenolowych. System  służy 
do rozdziału irybonukleotydów.

M a r k h a m  i S m i t h  (36): 1. B utanol nasycony wodą 90%, lodo
w aty kwas m rówkowy (10°/o). 2. Butanol nasycony wodą (atm osfera amo
niakalna). System  służy do rozdziału puryn, p irym idyn i nukleozydów. 
Chrom atografia dw ukierunkow a znalazła m iędzy innym i zastosowanie 
przy rozdziale wszystkich estrów fosforowych adenozyny i inozyny 
( D e u t s c h ,  N i l s o n  (18). Analiza jednokierunkow a nie daje w tym  
w ypadku wystarczająco dobrych rezultatów .

W Zakładzie Biochemii U niw ersytetu Łódzkiego wypróbowano z do
brym  skutkiem: m etody C a r t e r a  oraz W y a 1 1 a do rozdziału puryn  
(adeniny, guaniny, hipoksantyny i ksantyny), metodę B o u l a n g e r  a- 
- M o n t r e u i l a  do rozdziału nukleotydów. Należy zaznaczyć, że w w y
padku jednoczesnego rozdziału adeniny, guaniny, hipoksantyny i ksan
tyny  metoda W y a 1 1 a nie daje zupełnie dobrych wyników ze względu 
na zbyt gęste nagrom adzenie plam  na zbyt krótkim  odcinku. Doskonale 
natom iast rozdziela guaninę od adeniny w nieobecności hipoksantyny 
i ksantyny. M etoda C a r t e r a  w  układach bufor fosforanowy - alko
hol izoamylowy daje dobry rozdział 4 puryn, z tym  że guanina jest za
nieczyszczona, gdyż pozostaje ona w  m iejscu startu . Rozpuszczalniki 
B o u l a n g e r a  w zastosowaniu do nukleotydów  dały rezu lta ty  bez za
rzutu.

Kończąc ten krótki przegląd najw ażniejszych rozpuszczalników nale
ży zaznaczyć, że pominięto tu taj szczegółowe omówienie m etod poświę
conych specjalnie rozdziałowi estrów  wielofosforowych nukleozydów, 
gdyż nie są one składnikam i kwasów nukleinowych.

Wywoływanie chromatogramów

Położenie rozdzielonych na chrom atogram ie związków określa się przy 
użyciu m etod optycznych lub testów  chemicznych. Obecnie najbardziej 
rozpowszechniona jest metoda optyczna M a r k h a m  a-S m i t h a (36), 
(38). Podstaw ą m etody jest w ykorzystanie zjaw iska pochłaniania przez 
związki purynow e i pirym idynow e prom ieni nadfiołkowych o długości
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około 250 mfi. Pasek bibuły po rozdziale chrom atograficznym  rozpina się 
na papierze światłoczułym  i prześw ietla lam pą kwarcową zaopatrzoną 
w filtr  (przepuszczający prom ienie o długości fali 254 i 265 mu. F iltr tak i 
można łatwo zmontować w każdym  laboratorium . Składa się on z dwóch 
naczyniek kwarcowych. W jednym , ustaw ionym  tuż za otworem  w prze

słonie, znajduje się roztwór siarcza
nów niklu i kobaltu (ch. cz.) w d ru 
gim, przylegającym  do niego, zaw ar
ty  jest gazowy chlor lub roztwór chlo
ru  w CCU. Prom ienie przechodząc 
przez pasek bibuły zostają pochłonię
te w miejscach, gdzie znajdują się

-^=~CoS04_=

Rys. 1 a. Schem at urządzenia do oznaczania położenia na chrom atogram ach zw iąz
ków  purynow ych i pirym idynow ych m etodą optyczną w  ultrafiolecie. Rys. 1 b. F iltr

optyczny na zakres ca 2500 A.

rozdzielone zasady lub ich związki. Po wywołaniu otrzym ujem y na pa
pierze światłoczułym  obraz chrom atogram u. Na ciemnym tle widać białe 
plamy, odpowiadające położeniu rozdzielonych składników. Schemat u rzą
dzenia podano na rysunku.

Opisana m etoda posiada następujące zalety: 1° nie niszczy rozdzielo
nych na chrom atogram ie związków. 2° pozwala na jednoczesne w ykrycie 
zasad, nukleozydów i nukleotydów. 3° jest bardzo czuła. W wypadku, 
gdy nie zależy nam  na oznaczeniach ilościowych, a chcemy jedynie usta 
lić położenie rozdzielonych substancji, wówczas zam iast sporządzać zdję
cie chrom atogram u na papierze światłoczułym, można pasek bibuły sp ry 
skać roztworem  fluoresceiny. Św iatło z lam py po przejściu przez f iltr  
wyw ołuje silną fluorescencję paska. W m iejscach gdzie znajdują się roz
dzielone związki purynow e i pirym idynow e pow stają ciemne plam y na 
skutek pochłaniania padających prom ieni. Obok m etod optycznych zna
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ny jest cały szereg testów  chemicznych służących do w yw oływ ania chro- 
m atogramów.

Dla pu ryn  i p irym idyn m am y dawny test rtęciow y podany przez 
V i s c h e r  a i C h a r g a f f a  (64). Polega on na przeprow adzeniu roz
dzielonych związków w nierozpuszczalne sole rtęciow e i następnie rozło
żeniu powstałych kom pleksów rtęciowych siarczkiem  amonu. W w ypad
ku, gdy rozdzielanymi związkami są puryny, chrom atogram  zanurza się 
do 0,25 M roztw oru azotanu rtęci w 0,5N HNO3. N adm iar azotanu w ypłu
kuje się w 0,5N kwasie azotowym, a następnie w wodzie. Po w ypłukaniu 
przeciąga się bibułę przez nasycony roztw ór siarczku amonowego. Wów
czas w miejscach, gdzie znajdow ały się zasady purynow e tworzą się ciem
ne plam y siarczku rtęci. Jeśli rozdzielanymi związkami są pirym idyny, 
wówczas chrom atogram  zanurza się do zbuforowanego roztw oru 0,0IM 
octanu rtęci o pH 6,2. Taki roztw ór przygotow uje się przez zmieszanie 
1 części 0,1M roztw oru octanu rtęci z 3 częściami IM  roztw oru octanu 
sodu i 6 częściami wody. Nadm iar octanu rtęci w ypłukuje się wodą w  cią
gu 20 sek. i  przeciąga przez iroztwór siarczku amonu. Granica w ykryw al
ności pu ryn  i pirym idyn wynosi 5 (Jig, dla tym iny 10 |ig.

Obok testu  rtęciowego stosuje się dzisiaj dla w ykryw ania pu ryn  test 
dwuchrom ianowy (45), polegający na powstaniu barw nych kompleksów 
między purynam i i chrom ianem  srebra w ytw arzanym  w czasie w yw oły
wania. Chrom atogram  zanurza się w roztworze azotanu srebra (2°/o), a na
stępnie w kąpieli zawierającej dwuchrom ian sodu (0,5%). Wówczas AgNOs, 
daje z dwuchrom ianem  chrom ian srebra, a puryny  łączą się z nim  na nie
rozpuszczalny brązowy kompleks. N adm iar chrom ianu srebra wym ywa 
się 0,5N HNO3. Kompleks purynow y pozostaje nierozpuszczalny w postaci 
brązowej plam y. Metoda jest czulsza od m etody V i s c h e r a  - C h a r 
g a f f a .  Ostatnio W o o d (60) opracował m etodę w ykryw ania na chro- 
m atogram ach związków purynow ych i pirym idynow ych, które posiadają 
wolny pierścień imidazolowy lub grupę aminową w pierścieniu p irym idy
nowym. Metoda ta  jest przede wszystkim  użyteczna w zastosowaniu do 
w ykryw ania zasad purynowych, które dają w yraźne plam y już w ilościach 
0,5 ng. M etoda polega na zastosowaniu odczynnika zawierającego roztwór 
azotanu srebra oraz błękit bromofenolowy (0,2 g błękitu  bromofenolowe- 
go w 50 m l acetonu +  50 ml 2°/o roztw oru wodnego AgNOa). Związki 
kompleksowe srebra z zasadami purynow ym i lub pirym idynow ym i adsor- 
bują silnie barw nik dając niebieskie plam y po zanurzeniu chrom atogra
m u do odczynnika, wysuszeniu w temp. pokojowej oraz w ypłukaniu  w wo
dzie destylowanej. Odczynnik ten  służy również do w ykryw ania chlor
ków w m ieszaninie poddawanej rozdziałowi chrom atograficznem u. Po
w stający podczas w yw oływ ania chlorek srebra daje z błękitem  bromofe- 
nolowym plam y o zabarw ieniu fioletowym. Rybonukleozydy i ich 5-fosfo-
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rany mogą być w ykryw ane przy użyciu testu  nadjodanowego ( B u c h a 
n a n ,  D e k k e i r ,  L o n g  (6). Chrom atogram  spryskuje się kolejno 2°/o- 
owym roztworem  nadjodanu, oraz odczynnikiem S c h i f f a (roztwór 
wodny rozaniliny odbarwiony SO2), a następnie ogrzewa się w 90° przez 
10 min. Po pewnym czasie pojaw iają się na chrom atogram ie czerwone 
plamy. Do wywołania tej reakcji konieczna jest obecność dwóch wolnych 
grup OH przy węglu 2 i 3 rybozy, które zostają utlenione przez nadjodan 
do grup aldehydowych. Te ostatnie reagują z odczynnikiem S c h i f f a.

Rybozydy i dezoksyrybozydy mogą być również w ykryw ane przy za
stosowaniu reakcji B i a ł a  na rybozę i cysteinowej na dezoksyrybozę 
( S t u m p f  (56), B u c h a n a n ,  D e k  k e r ,  L o n g  (6).

Oznaczenia położenia nukleotydów dokonuje się przy użyciu testu  mo
libdenowego lub testu  opartego na zastosowaniu chlorku żelazowego 
i kwasu sulfosalicylowego. Test molibdenowy jest m etodą wywoływania 
wprowadzoną przez H a n e s a  i I s h e r w o o d a  dla fosforylowanych 
cukrów, a zastosowaną jako test na nukleotydy przez B o u l a n g e r a  
i M o n t r e u i l a  (3). Chrom atogram  spryskuje się ’odczynnikiem, 
w skład którego wchodzi: kwas nadchlorowy ch. cz. (d — 1,61) : 5 ml; 
kwas solny IN : 10 ml.; roztw ór m olibdenianu amonu 4°/o : 25 ml; woda 
destylow ana : 60 ml. E stry  fosforowe hydrolizuje się następnie przez 
ogrzewanie w 85° lub w ystaw ienie paska bibuły na działanie prom ieni 
słonecznych. Uwolniony w ten  sposób kwas fosforowy daje z m olibdenia- 
nem  kompleks nabierający zabarw ienia niebieskiego. Intensywność zabar
w ienia można zwiększyć przez działanie gazowego HoS.

Test oparty na zastosowaniu roztworów chlorku żelazowego i kw asu 
sulfosalicylowego (W a d e ,  M o r g a n  (57) polega na wytw orzeniu związ
ków między jonam i Fe*" i grupam i fosforanowymi (przez zanurzenie pa
ska w roztworze FeCla). N adm iar jonów żelazowych daje barw ne zabar
wienie z kwasem  sulfosalicylowym (po zanurzeniu w roztworze kwasu). 
Nukleotydy uwidoczniają Się w postaci białych plam  na blado fioletowym  
tle  bibuły. Zabarw ienie pow staje tylko w zakresie pH 1,5 — 2,5. Czułość: 
1,2 mg fosforu na pow. 1 cm 2.

W wypadku, gdy związki rozdzielane zaw ierają izotopy prom ienio
twórcze położenie ich określa się przy pomocy licznika G e i g e r  a - M ii 1- 
] e r a lub też metodą autoradiografii. Zasada autoradiografii polega na 
wywoływaniu błony przez pierw iastki prom ieniotwórcze z bibuły. M iej
sca zetknięcia błony z pierw iastkam i prom ieniotwórczym i zaznaczają się 
jako ciemne plamy.

Niekiedy zachodzi konieczność zidentyfikowania na chrom atogram ie 
związków adeniny. Posługujem y się wówczas nową m etodą G e r l a c h a  
i D o r i n g a  (22), polegającą na reakcji utlenienia adeniny do barw nych 
pochodnych. Chrom atogram  spryskuje się roztworem  KM n0 4  (70 mg na
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100 ml wody), umieszcza się na 15 sek. w czystym Cl2 i ogrzewa w 100°. 
Związki adeniny barw ią się żółto lub pomarańczowo. K olejne spryskanie 
roztworem  KOH daje zabarw ienie czerwone. W Zakładzie Biochemii 
UŁ zostały wypróbowane: m etoda rtęciow a w zastosowaniu do puryn  
i pirym idyn, test molibdenowy w zastosowaniu do nukleotydów  oraz m e
toda optyczna M a r k h a m a  - S m i t h a .

Chromatografia na jonitach

Metody chrom atografii jono-w ym iennej znalazły zastosowanie w  dzie
dzinie kwasów nukleinow ych po roku 1948. Rozpowszechniły się one 
przede wszystkim  w Ameryce. Głównym przedstaw icielem  szkoły am ery
kańskiej stał się C o h n, k tóry  wniósł do dziedziny kwasów nukleinowych 
swoje szerokie doświadczenie nabyte przy rozdziale pierw iastków  ziem 
rzadkich oraz radioaktyw nych izotopów. Metoda rozdziału na w ym ienia
czach okazała się w krótce niem al niezastąpiona wszędzie tam, gdzie cho
dziło o otrzym yw anie w większych ilościach czystych preparatów , trudnych 
do otrzym yw ania na drodze chemicznej. Chrom atografia na jonitach jest 
m niej znana dla przeciętnego biochem ika niż chrom atografia bibułowa. 
Stw arza to konieczność nieco szerszego omówienia zarówno stosowanych 
żywic, jak  i techniki pracy. Żywicami najczęściej stosowanym i do roz
działu składników  kwasów nukleinow ych są żywice o własnościach silnie 
kw aśnych lub silnie zasadowych, w ytw arzane zwykle przez kopolim ery- 
zację styrenu  z dwu winylobenzenem  i doczepienie do powstałej w ten 
sposób nieaktyw nej trójw ym iarow ej siatki czynnych grup o własnościach 
jono-wymdennych. Rys. 2. (a i b).

Takimi grupam i czynnymi są w w ypadku silnie kwaśnego w ym ienia
cza kationowego grupy sulfonowe, w  w ypadku silnie zasadowego wymie
niacza anionowego najczęściej grupy czwartorzędowych soli amoniowych. 
Ilości dwuw inylobenzenu używane do syntezy mogą być różne. W w ypad
ku gdy rozdzielam y substancje o większych cząsteczkach, np.: dwu-, 
tró j nukleotydy itp., wskazane jest używać żywicy o mniejszej zawartości 
dwuw inylobenzenu (2 — 3%), gdyż wówczas siatka polim eru jest rzadsza 
i większe cząsteczki łatw iej mogą przenikać do w ew nątrz i tam  podlegać 
wym ianie.

Do wym ieniaczy typu kationitów  o podanej wyżej budowie należą sto
sowany często przy rozdziale puryn  i nukleozydów Dowex 50'; do am oni
tów: Dowex 1, Dowex 2 oraz A m berlit IRA-400, używane głównie przy 
rozdziale nukleotydów.

Am onity, jak  Dowex 1, Dowex 2, używane są zarówno w form ie chlor
ków (rys. 2), jak  i w form ie mrówczanów i octanów. Wówczas m iejsce jo
nu  Cl' zastępuje jon HCOO'B ewent. CH3COO\ Jony wodorowe z grup
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SÓ3H kationitów oraz jony Cl/, HCOO/ itp. anionitów mogą być w y
m ieniane w trakcie analizy na jony posiadające ładunek tego samego zna
ku, znajdujące się w roztworze nalanym  na kolumnę. Procesy wym iany

O) -  C U -  CH2 -  CH —CH2 -  CH -  CH2 -  CH -  CH2 ~  CH ~CH2 -

C H -C H 2 -C H - C H 2 -  CH -C H 2 -  CH -  CH2 -  CH -CH

-  CH -  CH2 -  CH -  CH2-  CH -  CH2 -  CH -  CH2 -  CH -C H 2 -

- C H - C H 2 -

10 0 %

A g 2S 0 4

SO3H

C H -C H 2-  -  CH -  CH2 -

+ CH3OCH2Cl --------► | +CH3OH

CH2C1

- c h - c h 2-  - c h - c h 2-

•R,N

c h 2c i c h 2n r 3c i

Rys. 2 a. S iatka polim eru w ytw orzonego przez kopolim ery- 
zację styrenu z dw uw inylobenzenem . Rys. 2 b. R eakcje pro
w adzące do przyłączenia czynnego grup sulfonow ych oraz 

czw artorzędow ych soli am oniow ych do siatki polim eru.

m ają ten sam charak ter co procesy zachodzące m iędzy zwykłymi elektro
litam i i można je  przedstaw ić w postaci równań, np. dla kationitu:

(Kt' +  H ) +  (Me' +  X ' )  =  (Kt' +  M e) +  (H‘ +  X ')

K t' — reszta kationitu  
Me' — jon dodatni 
X '  — jon ujem ny
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W ymieniacz w postaci uwodnionej stanowi żel w ypełniony elektroli
tem, gdyż w środowisku w odnym  grupy czynne podlegają dysocjacji. Część 
jonów jest unieruchom iona i  n a  stałe przytw ierdzona do siatk i polim eru. 
S tru k tu ra  wymieniacza — kationowego uwidoczniona jest na rys. 3.

W reakcjach wym iany istn ieje ścisła selektywność, k tó ra  stanowi pod
staw ę chrom atograficznego rozdziału. N iektóre z jonów są łatw iej w y 
chw ytyw ane przez wymieniacz, m ają większe do niego powinowactwo,

niż jony pozostałe. W pierwszym  przy
bliżeniu można powiedzieć, że w roz
tworze żelu wymieniacza nagrom adzają 
się chętniej jony obdarzone większym 
ładunkiem , a w w ypadku tego samego 
ładunku, jony o m niejszym  prom ieniu 
w stanie uwodnienia. Decydującą rolę 
odgrywają jednakże niejednokrotnie i 
inne czynniki, jak struk tu ra , rozpusz
czalność itp.

N ukleotydy i ich produkty  degrada
cji, jak nukleozydy lub zasady, zaw iera
ją jednocześnie kwasowe i zasadowe 
grupy, czyli mogą być, zależnie od śro
dowiska, kationam i lub anionami. Po
zwala to na użycie do ich rozdziału za

równo wymieniaczy kationowych jak i anionowych. Decydującym  czyn
nikiem  jest pH środowiska określające stopień dysocjacji grup, a tym  sa
m ym  i ładunek cząstki. Wielkość tego ładunku będzie z kolei decydowała
o powinowactwie poszczególnych związków do jonitu.

P rzy  rozdziale na kolum nie należy w ybrać taki układ warunków, 
w których każdy ze składników  (zasad, nukleozydów lub nukleotydów) 
będzie m iał inną zdolność w ym ienną w stosunku do jonów wymieniacza. 
Technika pracy na kolum nie jest względnie prosta. Żywicę stosuje się 
w postaci drobnych ziarenek o m niej więcej jednakow ej średnicy (nie
kiedy setne części mm), uzyskanych dzięki przesianiu przez odpowiednie 
sita.

Żywicę bezpośrednio przed użycieni należy przeprowadzić w odpo
w iednią formę np. kationit w form ę wodorową, anionit w form ę chlorku, 
m rów czanu lub octanu. Osiąga się to przem yw ając kolum nę roztworami 
kwasów: solnym, m rówkowym  lub octowym, niekiedy roztworam i odpo
w iednich soli. Roztwory te m uszą być bardziej stężone od jakichkolw iek 
użytych następnie w doświadczeniu. Absorpcji związków podlegających 
rozdziałowi dokonuje się z roztworów o możliwie niskiej sile elucji. Przy 
w ym yw aniu składników z kolum ny siłę elucji roztw oru wym ywającego

Rys. 3. Struktura w ym ieniacza k a
tionow ego (D ow ex 50).

http://rcin.org.pl



[15] M ETO D Y  C H R O M A TO G RA FIC Z N E K W A SÓ W  N U K L EIN O W Y C H 145

zwiększa się stopniowo. Mjożna przy tym  zmieniać wartości pH, lub też 
zwiększać stężenie jonu wym ywającego przez dodatek soli.

Anionit w form ie chlorku przem ywa się roztworam i zawierającym i jon 
Cl', mrówczanu — jon HCOO', octanu — jon octanowy. Kaitionit w fo r
mie wodorowej kwasami, najczęściej kw asem  solnym.

F rakcje wychodzące z kolum ny, w skład których wchodzą rozdzielone 
produkty  hydrolizy kwasów nukleinowych, analizuje się przy pomocy 
spektrofotom etru, m ierząc gęstość optyczną w jednej lub więcej długości 
fali, w zakresie 240 — 280 m|.i.

Zasadniczy schem at kolum ny wygląda jak  na rys. 4.
Poszczególne części układu mogą być oczywiście odpowiednio skom pli

kowane. Górny zbiornik jes t często przystosow any do autom atycznej 
zmiany rozpuszczalnika oraz regulacji 
dopływu. Odbieralniki z autom atyczną 
zmianą naczyniek pozwalają obecnie na 
kolejne pobranie do 400 próbek roztwo
ru  wychodzącego z kolum ny. Regulacji 
szybkości wypływu dokonuje się często 
przy użyciu ciśnienia. Pierw sze prace 
dotyczące zastosowania wymieniaczy 
w dziedzinie badań nad kwasam i nuklei
nowymi ukazały się w 1948 r. E 1 m o r e 
(21), a niezależnie H a r r i s  i T h o 
m a s  (25) zastosowali jon ity  do otrzy
mywania nukleozydów pirym idynow ych 
na skalę preparatyw ną. Stosowanym  jo
nitem  był Zeo K arb 215. Absorpcji do
konuje się z roztworu wodnego — wów
czas cytydyna, zawierająca grupy zasa- 
dowe, zostaje zatrzym ana przez wym ię- Rys „ Zasadniczy schemat wy. 
macz, a urydyna, której grupa hydro- m iennika.
ksylowa jest kwaśna, przechodzi przez
kolum nę i można ją wydzielić z wodnego roztworu. Cytydynę E l m o r e  
usuwa z kolumny przy pomocy rozcieńczonego amoniaku a H a r r i s  
i T h o m a s  roztw oru wodnego pirydyny. W tym  samym  roku S m i t h  
i W e n d e r  (55) rozdzielili na wym ieniaczu ksantynę od guaniny. Jon i
ty  wówczas stosowane nie były żywicami polistyrenowym i. W ymieniacz 
E l m o r a ,  a także H a r r i s a  Zeo K arb 215 był sulfonowanym  węglem, 
a wymieniacz S m i t h a  i W e n d e r a  A m berlit IR-100 żywicą fenolo
wą z grupam i SO3H.

Zasadniczy rozwój m etodyki rozpoczyna się po roku 1949, kiedy C o h n

10 P o s tę p y  B io c h e m ii
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ogłasza swoją pracę zaw ierającą opis rozdziału puryn , pirym idyn oraz ry - 
bonukleotydów (12).

Z 5-ciu zasad: cytozyna, guanina i adenina, posiadające grupy amino
we, istn ieją  w roztw orach o pH <  4 jako kationy, mogą więc być w y chwy
tane w tych  w arunkach  przez wymieniacz typu  kationitu . Po raz pierw 
szy C o h n  rozdzielił zasady na  Dowexie 50, używ ając do w ym yw ania 
2N kwas solny. W ykres przedstaw iający przebieg analizy podano na 
rys. 5.

Na osi rzędnych odmierzono wartości gęstości optycznych w ym yw ają
cego roztw oru przy 260 m|.i, na osi odciętych objętości HC1 w ml. przepusz
czone przez wym ieniacz. Tym ina i uracyl, cząsteczki niezjonizowane niżej 

pH 4, znajdują się w pierw szych frakcjach wychodzą
cych z kolum ny i nie podlegają w  tych w arunkach roz
działowi. Chcąc rozdzielić jednocześnie wszystkie 5 za
sad C o h n  zastosował wym ieniacz anionowy, prow a
dząc absorpcję i elucję przy pH ~  10, w ym yw ając

Rys. 5. R ozdział puryn i p irym idyn na 
adenina D ow exie  50 (form a H)., W ym iennik:

8,1 cm  X 0,74 cm 2. Szybkość w yp ły -
I— ' 1__  w u 0,6 m l/m in. M ateriał próbny: 0,5 mg

,00 200 300 Too m  m  uracylu, po 1,0 m g adeniny, guaniny,
ob/ętość 2HHC! w mi — - cytozyny w  7,5 m l, 2NHC1. [Cohn (12)].

składniki z kolum ny roztw oram i buforowymi m ieszanin amoniaku i chlor
ku amonu. P rzy  tak wysokim  pH zasady stają się anionami. (W analo
gicznych w arunkach  można również rozdzielać nukleozydy).

W prowadzone przez C o h n  a m etody rozdziału puryn  i p irym idyn 
znalazły zastosowanie w szeregu późniejszych prac różnych autorów. Ż y 
wicami używ anym i był zarówno kationit Dowex 50, jak  i anionity Do- 
w ex 1 i Dowex 2. W ymieniacze anionowe stosowano w  tych przypadkach, 
gdy należało rozdzielić jednocześnie pu ryny  oraz p irym idyny. Tak np.: 
K o c h ,  P u t n a m  i E v a n s  (33) badając m etabolizm  purynow y 
Escherichia coli rozdzielali puryny  m etodą C o h n a  na  Dowexie 50, 
m ieszaninę zaś pu ryn  i p irym idyn po kwaśnej hydrolizie na Dowexie 2.

H e i n r i c h ,  D e w e y  i współpr. (26) badając włączanie się 8-aza- 
guaniny w  kw asy nukleinow e Tetrahym ena gelei stosowali do rozdziału 
pu ryn  Dowex 50 posługując się m etodą podobną do C o h n a .  — Absorpcji 
pu ryn  dokonyw ano z roztw oru 0,5N HC1, a elucję przeprowadzano roz
tw oram i HC1 o w zrastających stężeniach (0,5N, 1,5N, 5N). Na Dowexie 50 
rozdzielał również zasady K o c h  (32) w pracy nad, odnaw ianiem  się wi
rusów. G o l d t h w a i t  i B e n d i c h  (23) badając wpływ antagoni
stów kw asu foliowego na m etabolizm  kwasu nukleinow ego rozdzielali za

uracyl cytozyno

guamno

L_f L
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sady na Dowexie 1 stosując roztw ory NaCl i NaOH, o zm ieniających się 
stężeniach. Rozdział puryn  i p irym idyn przy  pomocy roztw orów  NaCl 
i NaOH na  Dowexie 1 (w form ie OH- ) stosowali również R o l i  i W e -  
l i k y  (97) (1955).

Rozdział nukleotydów  m ożna przeprow adzić także zarów no n a  katio- 
nitach jak  i anionitach, zależnie od doboru pH, k tó re  decyduje o dysocja- 
cji grup am inowych i fosforanowych. Zależność ładunku cząsteczki od pH 
przedstaw iono na  w ykresie (rys. 6).

Ładunek ujem ny w zrasta w kolejności: kw as cytydylow y, adenylowy, 
guanylowy, urydylow y. Poniżej pH 2,5 kwas adenylow y i  cytydylow y po
siadają ładunek dodatni, a po
niżej 1,5 trzy  nukleotydy: ade
nylowy, cytydylow y i guany
lowy są już kationami.

Pierw sze próby rozdziału 
rybonukleotydów  przeprowadził 
C o h n  na kationicie — Do- 
wexie 50 przy niskim  pH (12) 
przem ywając kolum nę 0,1M 
kwasem  octowym (kwas solny 
jest w tym  wypadku eluentem  
zbyt silnym  ze względu na sła
be wiązanie między nukleoty- 
dami i wymieniaczem). Obecnie 
powszechnie stosowana jest 
jednakże metoda rozdziału n u 
kleotydów na anionitach. Do
kładny jej opis został podany 
przez C o h n a  w 1950 r. (13).

Zgodnie z przytoczonym i 
wyżej danym i najwygodniej 
jest w tym  w ypadku absorbo
wać mieszaninę na kolum nie
przy pH 6 lub większym i następnie wym ywać nukleotydy w  kolejności: 
kwas cytydylowy, adenylowy, guanylowy, urydylow y przez stopniowe 
obniżanie pH. Kwas urydylow y jako posiadający najw iększy ładunek jest 
najsilniej związany z wymieniaczem. P rzy  zbytnim  zwiększaniu pH może 
nastąpić hydroliza składników na kolum nie, wówczas zwiększam y stęże- 
nieanionu przy pomocy soli.

W ymieniaczami stosowanymi przez C o h n a  były: Dowex 1, Dowex 2 
i A m berlit IRA-400. Dawały one podobne rezulta ty . Żywice stosowane 
były w postaci chlorku i m rówczanu z rów nie dobrym i wynikam i. Na

p H ----- -

Rys. 6. Ł adunek cząsteczki rybonukleotydu  
jako funkcja  pH.
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rys. 7 podano w ykres rozdziału nukleotydów  na Dowexie 2 w formie 
chlorku.

W ymywanie rozpoczyna się kwasem solnym  0,002N i zmienia się kon
centrację na 0,003N po usunięciu z kolum ny kwasu adenylowego. Uzy
skujem y rozdział na kwas adenylowy a i b oraz guanylow y a i b. Zasady 
oraz rybozydy nie wykazujące przy pH niżej 8 praw ie żadnego powino

wactwa do wym ieniacza zostają w y
m yte przed kwasem cytydylowym . 
Kolejność elucji kwasu urydylowego 
i guanylowego przy pH 2,7 jest od
w rotna niż w ynika to z w ykresu 
zależności ładunku cząsteczki od pH. 
Można to tłum aczyć większą roz
puszczalnością nukleotydów  pirym i
dynowych niż purynow ych. W prze
liczeniu na jednostkę ładunku n u 
kleotydy pirym idynow e są 3 krotnie 
słabiej adsorbowane od purynowych. 
Przy pH poniżej 2 kolejność staje 
się praw idłowa, w tak niskim  <pH 
przeważa już bowiem wpływ  ładun
ku cząsteczki. Praw idłow a kolejność 
w ystępuje np. w w ypadku elucji 
kwasem  m rówkowym  przy pH niż

szym od 2 (13). Metoda rozdziału rybonukleotydów  przy użyciu Dowe- 
xu 1 w formie mrówczanu oraz kwasu mrówkowego jako eluentu daje 
również dobre w yniki i jest wygodna w użyciu.

Zasady i nukleozydy można rozdzielić na tej samej kolumnie, jeśli 
stosować początkowo przem ywanie buforam i o różnych pH powyżej 8. 
O trzym ane roztw ory nukleotydów  są bardzo rozcieńczone. Możemy je za- 
tężyć w celu otrzym ania krystalicznych związków, przepuszczając roz
cieńczone roztw ory (po zobojętnieniu) przez krótką, parocentym etrow ą 
kolum ienkę i przeprowadzając szybką elucję bardziej stężonym  kwasem 
(np. 0,1N HC1). Szybkości przepływ u rozpuszczalnika we wszystkich przy
padkach nie pow inny przekraczać 1 m l/cm 2/m in. Takie szybkości pozwa
lają na osiągnięcie równowagi i dają sym etryczne krzyw e elucji. Swoją 
metodę rozdziału rybonukleotydów  zastosował C o h n w serii prac pro
wadzonych razem  z V o l k i n e m  nad budową kwasu rybonukleino
wego (16), (65), (15). Autorzy rozfrakcjonowali p rodukty  hydrolizy kwasu 
rybonukleinowego w ątroby cielęcej oraz kw asu drożdżowego przeprow a
dzonej: ługiem, jadem  żmii, rybonukleazą oraz kolejno rybonukleazą i fos
fatazą alkaliczną. Technika pracy została ogólnie ulepszona w kierunku

0.6

• 0.4

0.2

0.0

start 0.002 N  NCi 

.zasady i rybozydy 

kwas cytydylowy

start 
0,003 N Nd

r
kwas od en y  Iowy

A w a s  urydylowy

0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 
objętość wymywającego roztworu w l itra ch ----- -

Rys. 7. Rozdział m ononukleotydów  k w a
su rybonukleinow ego w ątroby szczura 
na D ow exie 1. W ym iennik: 125 cm X  
X 0,74 cm 2, eluent: HC1, 0,5 m l/m in. 
M ateriał próbny 14 m g m ieszaniny nu
k leotydów  w  10 m l w ody. [Cohn 13)].
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częstszej, a bardziej stopniowej zmiany siły elucji roztw oru w ym yw a
jącego, co pozwoliło na lepsze rozsegregowanie skomplikowanych miesza
nin. Stosowano przy tym  do elucji w pierwszej fazie rozcieńczone kwasy, 
w dalszych m ieszaniny kwasów z odpowiednimi solami o w zrastających 
stężeniach soli.

Dla przykładu podano w ykres rozdziału produktów  traw ienia kwasu 
rybonukleinowego w ątroby cielęcej rybonukleazą (rys. 8).

Rys. 8. R ozdział na w ym ieniaczu  produktów  tra
w ienia  rybonukleazą kw asu RN w ątroby cielęcej.
N aw iasy zw ykłe w skazują na nieznaną sekw encję  
nukleotydów ; klam ry na em piryczny skład. R oz
tw ory do elucji: 0,005 N (I), 0,01 N HC1 (II),
0,01 N HC1 +  0,0125 N NaCl (III), 0,01 N HC1 +
+  0,025 N N aCl (IV), 0,01 N HC1 +  0,05 N N aCl (V),'

0,01 N  HC1 +  0,1 N  NaCl (VI); 0,01 N HCL h 
+  0,2 N  NaCl (VII), 0,01 N HC1 +  0,3 N NaCl (VIII),
0,01 N HC1 +  1 N  NaCl (IX), 2nHCl (X). [Volkin,

Cohn (65)].

Rozdział przeprowadzono na Dowexie 1 w form ie chlorku o niskiej za
wartości dwuw inylobenzenu ze względu na dużą wielkość rozdzielanych 
cząsteczek. Składniki wym ywano kwasem  solnym oraz m ieszaninam i 
kw asu solnego z chlorkiem  sodu.

Trawienie rybonukleazą dało w w yniku praw ie w yłącznie nukleotydy 
pirym idynowe b, oraz małe polinukleotydy, w skład k tórych wchodził je 
den nukleotyd pirym idynow y, a pozostałość stanow iła nukleotydy puryno-
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we. W yniki prac C o h n a  i V o l  k i n a  doprowadziły do potw ierdzenia 
koncepcji S m i t h a  o budowie kwasu rybonukleinowego, wg której skła
da się on z krótkich łańcuchów nukleotydów  purynow ych i p irym idyno
wych. Wyżej opisane m etody rozdziału rybonukleotydów  znalazły zastoso
w anie w licznych pracach innych autorów. W ymienić tu  można np. pracę 
M e r r i f i e l d a  i W o o l e y a  (43), którzy przy zastosowaniu techniki 
C o h n a  otrzym ali kilka analitycznie czystych dwunukleotydów, wyizo
lowanych z kwasu drożdżowego, potraktow anego stęż. HC1 w tem p. poko
jowej. Czyste związki otrzym ywano przez kilkakrotne refrakcjonow anie na 
kolumnach.

Ł o w y ,  D a v o l l  i B r o w n  (35) stosowali technikę C o h n a 
v/ badaniach nad udziałem  purynow ych nukleozydów w syntezie kwasu 
nukleinowego u  szczura.

W oparciu o doświadczenia uzyskane przy rozdziale rybonukleotydów , 
V o l k i n ,  K h y m  i C o h n  opracowali m etodę rozdziału dezoksynu- 
kleotydów (66). Dezoksynukleotydy otrzym yw ane przez hydrolizę enzy
m atyczną kwasu DN dezoksyrybonukleazą i fosfatazą alkaliczną podda
wano rozdziałowi chrom atograficznem u na  Dowexie 1 w form ie chlorku 
(rys. 9).

czas/godziny) — »

Rys. 9. R ozdział na jonicie nukleotydów  otrzym a
nych po straw ieniu  enzym atycznym  10 g kw asu DN.
W ym iennik: 12 cm X 33 cm 2. D ow ex 1, eluent:

HC1, 1 m l/cm 2min. [Volkin, Khym , Cohn (66)].

A bsorpcji dokonuje się ze środowiska alkalicznego (pH 10) podobnie, 
jak  w w ypadku rybonukleotydów. Na w stępie usuwa się zasady i nukleo- 
zydy chlorkiem  amonu, a następnie rozdziela się dezoksynukleozydy roz
tw oram i kwasu solnego o w zrastających stężeniach. Kolejność w ym yw a
nia jest taka  jak  dla rybonukleotydów. (Rozdział dezoksynukleotydów 
można także przeprowadzić po oddzieleniu zasad, nukleozydów i zanie
czyszczeń polinulkleotydowych na innej w stępnej kolumnie). Poszczególne
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frakcje zagęszcza się przez readsorpcję na m ałej kolum ience i wym ycie 
m ałą ilością bardziej stężonego HC1 (0,01N). W ten  sposób można rozdzie
lić nukleotydy z 10 g kwasu dezoksynukleinowego. Dzięki powyższej m e
todzie wykazano, że wszystkie dezoksynukleotydy po traw ieniu  dezoksy- 
rybonukleazą i fosfatazą alkaliczną posiadają budowę 5-fosforanową.

C o h n przy użyciu wyżej opisanej m etody w ykry ł obecność kw asu 
5-metylodezoksycytydylowego w  hydrolizatach enzym atycznych kw asu DN 
grasicowego (14). Należało w tym  celu frakcję kw asu dezoksycy ty  dylowego, 
otrzym aną metodą V o l k i n a ,  K h y m a  i C o h n a  przepuścić po
nownie przez kolum nę z anionitem  w form ie mrówczanu, stosując do prze
m ywania 0,003M kwas mrówkowy. Następuje wówczas rozdzielenie kw a
su dezoksycytydylowego i 5-metylodezoksycytydylowego. Dokładne oczysz
czenie przeprowadzić można przez ,refrakcjonow anie roztw oru zaw iera
jącego kwas 5-metylodezoksycytydylowy na mniejszej kolumnie.

b n I U
^7"--- '-----

200 NO. 

i— F-A+0.4MAMF IHAH-F

Rys. 10. Rozdział na D ow exie  1 
kwasorozpuszczalnej frakcji z 75 g 
w ątroby szczura „Oznaczenia: 
F-A  — kw as m rów kowy, A M -F  —  
m rów czan amonu; DPN i T PN  —  
nukleotydy dw u- i -trójfosfop iry-  
dynow e; U D P -x  — pochodne cu 
krow e UDP; A d -x  — n iezid en ty 
fikow ana m ieszanina p o lifosfo 
ranów  adenozyny. O dczyty gę
stości optycznych n ie zaznaczo
ne na w ykresie z pow odu zbyt 
dużych w artości są dla: D PN  —  
27; AM P — 31, 33; A D P —  6,
9, 12, 15; 13, 9. R echrom atografia  
poszczególnych frakcji od A do K 
na rys. 11. [Hurlbert, Schm itz, 

Bruna, Potter (29)].

Nieco inny sposób rozdziału dezoksynukleotydów podają H u r  s t, 
M a r k o  i B u t l e r  (30). Autorzy stosują Dowex 1 w form ie octanu. 
Dezoksynukleinian sodu różnego pochodzenia hydrolizują enzym atycznie 
na m ononukleotydy kolejno przy użyciu dezoksyrybonukleazy oraz fosfo- 
diesterazy z jadu żmii pozbawionej 5-nukleotydazy. M ononukleotydy 
rozdzielają przez stopniowe wym yw anie kwasem  octowym (0,5M), a n a 
stępnie m ieszaninam i kw asu octowego (IM) z roztworam i octanu sodu
o w zrastających stężeniach (0,01M, 0,1M, 0,5M). Dla otrzym ania kwasu
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fj-metylodezoksycy ty dyl owego w osobnej frakcji należy zastosować na 
początku wymywania słabszy kwas octowy (0,05M), dłuższą kolumnę 
i wolniejszy wpływ eluentu. Kolejność wym ywania poszczególnych kw a
sów jest taka, jak u V o 1 k i n a, K h y m a  i C o h n a .

A n d e r s e n ,  D e k k e r  i T o d d  (1) zastosowali jonity do otrzy
mywania preparatów dezoksyrybonukleozydów na  szeroką skalę. Po s tra 
wieniu enzymatycznym kwasu DN wyciąga się dezoksynukleozydy z h y 
drolizatu alkoholem i rozdziela na Dowexie 2 w formie mrówczanu, uży
wając do elucji buforów mrówczanowych o pH powyżej 7 (podobnie jak 
przy rozdziale rybonukleozydów metodą C o h n a ) .  Dezoksyadenozyna
i dezoksycytydyna przechodzą nierozdzielone do pierwszych frakcji. 
Dezoksyadenozynę można wydzielić z roztworu przez krystalizację w nis

kiej emperaturze. Ług pokry- 
staliczny przepuszcza się przez 
żywicę IRC-50 (kationit słabo 
kwaśny) i eluuje dezoksycyty- 
dynę wodą. Resztki dezoksy- 
adenozyny zostają zatrzymane 
na kolumnie. Dwa dalsze dezo
ksynukleozydy zostają wydzie
lone z dalszych frakcji na ko
lumnie z Dowexem 2.

Kończąc ten krótki przegląd 
metod chromatografii na joni
tach należałoby wspomnieć o 
pracy, która chociaż nie dotyczy

Rys. 11. R echrom atografia na D o- 
w ex ie  1 poszczególnych frakcji z w y 
kresu na rys. 10. A M -F — m rów czan  
amonu, F -A  — kw as m rów kowy. 
O dczyty zbyt w ysok ie są podane 
w  naw iasach. N iezidentyfikow ane  

zw iązki oznaczono: 1, 2, 3 itd. 
[Hurlbert, Schm itz, Brumm, Potter  

(29)].
0 TUBE 50 NO

Hg 0 ------- IM  AM-F  U  2M AM-F

100 2M AM-F  

\-~75M  F-A

składników kwasów nukleinowych lecz frakcji kwasorozpuszczalnych, 
jest jednakże najja-skrawszym  przykładwości, jakie daje nowoczesna 
technika jonowymienna. Jest to praca H u r l b e r t  a, S c h m i t z a
i współpr. (29) nad składem nukleotydowym kwasorozpuszczalnych frakcji 
różnych tkanek.

Zmiany i ulepszenia m etody C o h n a  pozwoliły na wyizolowanie 
z tych frakcji obok zwykłych nukleotydów, takich związków jak: kwasy
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guanozyno- dwu i trój fosforowy, cytydyno- dwu- i trój fosforowy, ury- 
dyno- oraz inozyno- dwu- i trójfosforowy, połączeń dwufosfourydyny 
z cukrowcami: acetyloglukozaminą i kwasem uronowym oraz kilku jesz
cze innych związków, w ilościach nadających się do analizy. Niektóre 
z tych składników nie były dotąd wykryte  w materiale biologicznym. 
Autorzy stosują system dwóch kolumn, pracujących przy różnych pH. 
Całkowity ekstrakt z tkanki po zobojętnieniu rozdziela się najpierw na 
kolumnie wypełnionej Dowexem 1, eluując składniki kwasem mrówko
w ym  oraz mieszaninami kwasu mrówkowego z mrówczanem amonu.

Poszczególne frakcje z pierwszej kolumny przechodzą następnie przez 
kolumnę drugą, wypełnioną tym  samym jonitem, gdzie są rozdzielane 
buforami mrówczanu amonu.

/ l

Zasadniczą modyfikacją wprowadzoną przez H u r l b e r t a  i współprac, 
było zastosowanie urządzeń mechanicznych, pozwalających na ciągłą, ła
godną zmianę siły elucji wymywającego rozitworu. Stężenia roztworów nie 
zmieniają się skokowo, ale wzrastają w sposób ciągły do pożądanej grani
cy. Modyfikacja ta okazała się nieocenioną przy pracy z nieznanymi związ
kami, dla których warunków elucji nie można przewidzieć.

Rozdział na kolumnach skrobiowych nie znalazł szerszego zastosowa
nia. Brak tutaj tych możliwości doboru i zmian rozpuszczalników jak 
w chromatografii jono-wymiennej, k tóra stosuje do rozdziału elektrolity. 
Używa się przeważnie mieszanek alkoholi z wodą lub kwasami, np. bu
tanol nasycony wodą do rozdziału nukleozydów ( R e i c h a r d  (46), B e a -
1 e, H a r r i s ,  R o e (2)) do rozdziału zasad — mieszaninę propanolu z kw a
sem solnym ( M i r s k  y, D a ł y  (44), D a ł y ,  A l f r e y ,  M i r s k y  
(17)), lub butanol nasycony wodą z dodatkiem eteru metylowego glikolu 
( E d m a n ,  H a m m a r s t e n  i wsp. (20).

Autorzy wzorowali się na pracach S t e i n a  i M o  o r a  dotyczących 
rozdziału aminokwasów.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T OM II 1956 Z ESZY T 1

S T A N I S Ł A W  M A G A S  

P o zn a ń

Badania dotyczące metodyki elektroforezy bibułowej 
białek surowicy krwi

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A M  w Poznaniu 
Kierownik: prof. dr Z. Stolzmana, 

oraz

z II K lin ik i Chorób Wewnętrznych A M  w Poznaniu 
Kierownik: prof. dr J. Roguski

Wstęp

Elektroforeza bibułowa powstała w ślad za tzw. „swobodną elek tro
forezą" Tiseliusa w dążności do uproszczenia apara tury  i postępowania 
technicznego. Dziś elektroforeza bibułowa staje się metodą ru tynow ą 
oddającą duże usługi w badaniach klinicznych.

O ile w pierwszym etapie rozwoju elektroforezy bibułowej ciał biał
kowych uwidoczniały się dążenia do uzyskania wynilków pokryw ają 
cych się z wartościami analizy otrzymywanymi za pomocą elektrofore
zy swobodnej, o tyle w obecnym stadium nie brak krytycznych głosów 
podkreślających istotne różnice obu metod. Co więcej, w niek tórych  
przypadkach patologicznych, gdy białko surowicy zawiera znaczną 
ilość sympleksów lipidowych uważa się, że wyniki elektroforezy bibu
łowej poprawniej obrazują skład białkowy badanego materiału, podczas 
gdy elektroforeza swobodna rejestru je  jako białka również kom ponen
ty lipidowe ( O t t ,  H u b  e r  i K ó r v e r  (34), M a c k  a y, 
V o l w i l e r  i G o l d s w o r t h y  (29), H a r d w i c k e (21), 
M a r t i n  i F r a n g l e n  (30), H e r b s t  i H u r l e y  (22) ).

Różnice te w zasadzie polegają na odmiennych sposobach ilościowej 
oceny poszczególnych frakcji białkowych: metoda Tiseliusa rejestru je  
ich stężenie na podstawie oznaczania zmian współczynnika załamania 
świaitłą, a jej modyfikacja bibułowa wartościuje ilości rozdzielonych 
frakcji na podstawie ilości zaadsorbowanego przez białko barwnika.

[157]
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Główne zalety elektroforezy bibułowej to s tosunkow o prosta apa 
ratura, bardzo mała ilość m ateria łu  potrzebnego do analizy oraz m oż
liwość w ykonyw ania  sery jnych  oznaczeń. Poza tym  jedną z cennych  
zalet jak ie  daje elektroforeza bibułowa jest stosunkow o łatwa możli
wość śledzenia wielu różnych substancji przenoszonych przez poszcze
gólne frakcje białkowe. Stosując odpowiednie m etody oznaczania tych 
drobnych ilości substancji związanych z białkiem i posiadających czę
sto duże znaczenie biologiczne m am y możność poznania  ich zmian ilo
ściowych w  zależności od najróżnorodniejszych czynników.

Do wad m etody rozdziału na bibule w porów naniu  z metodą analizy 
białek za pomocą elektroforezy klasycznej można zaliczyć stosunkowo 
mniejszą jej dokładność oraz trudność wykonania  bezwzględnych po 
miarów ruchliwości cząsteczek w polu elektrycznym.

Chociaż elektroforeza bibułowa staje się dziś m etodą coraz to sze
rzej rozpowszechniającą się, to niemniej pozostaje faktem, że różni 
autorzy uzyskują  mniej lub więcej wyraźnie rozdzielone frakcje biał
kowe oraz stosują różne m etody do ich ilościowego określania. Na te 
mat m etodyki elektroforezy bibułowej pojaw iła  się w  ciągu osta tn ich  
lat duża liczba publikacji (48, 7, 11, 15, 24, 49, 28, 37, 44, 19, 6 , 33, 32, 
3, 8 , 9, 21, 25, 43, 29, 30), co z jednej strony przyczynia  się do zwróce
nia uwagi na  wiele różnych istotnych szczegółów technicznych, z dru
giej s trony jednak  wpływa na  trudności w porów nyw aniu  wyników  
uzyskiw anych przy pomocy zbyt wielu różnorodnych metod.

Celem niniejszej pracy  było system atyczne prześledzenie szczegó
łowych w arunków  określających uzyskiwanie pow tarzalnych wyników 
oraz w skazanie źródeł możliwych błędów w oparciu o własne spostrze
żenia i dane z piśmiennictwa. W arunki te omówiono kolejno poniżej 
poruszając modyfikacje stosowane przez różnych autorów i bardziej 
szczegółowo naświetlając s tosowaną metodykę.

Zasada m etody elektroforezy bibułowej jest prosta: na  pasku bibuły 
zwilżonym roztworem buforowym umieszcza się kroplę roztworu biał
kowego i przepuszcza się przez bibułę stały prąd  elektryczny. W ówczas 
cząsteczki białka posiadające przy danym pH roztworu buforowego 
określony ładunek  elektryczny poruszają się w polu elektrycznym 
z różną szybkością zależną od wielkości tego ładunku i od wielkości 
cząsteczki. Ta różna szybkość wędrówki w arunkuje  po pewnym  czasie 
przestrzenny rozdział poszczególnych frakcji białkowych. Rozdzielone 
w  ten  sposób frakcje b iałkowe zabarwia się na  bibule uzyskując, 
w  przypadku  badania surowicy, obraz zazwyczaj pięciu plamek, z k tó 
rych jedna  odpowiada albuminom, a cztery  pozostałe globulinom 
«1» «2 , A y. Czasem udaje się też rozdzielić frakcję /? na  i /?2 (47) 
oraz frakcję 7 n a  yi- i 72-globuliny (5).

http://rcin.org.pl



[3] B A D A N IA  D O T Y C Z Ą C E  M ET O D Y K I ELEK TR O FO R EZY  B IB U Ł O W EJ 159

T ak  uzyskany obraz rozdzielonych i zabarwionych frakcji b iałko
w ych  (elektroforogram) może służyć do przybliżonego oszacowania za
wartości poszczególnych frakcji. W  celu ściślejszej oceny są w użyciu 
m etody polegające albo na  pomiarze stężenia barwnika po uprzednim 
w yeluow aniu  go z poszczególnych skraw ków bibuły, albo też na  bez
pośrednim  fotom etrowaniu poszczególnych odcinków zabarwionego p a 
ska bibuły. Obydw a sposoby rozwinięto praktycznie w kilku modyfi
kacjach.

Część doświadczalna

K o m o r a  w i l g o t n a .  Zamkniętą przestrzeń, w której p rze
prow adzam y rozdział elektroforetyczny, stanowi oszklone akwarium
o w ym iarach  68 X 34 cm nakryw ane  płytą  szklaną nachyloną o kilka 
stopni względem poziomu (rys. 1 i 2). W  celu nasycenia  kom ory parą  
wodną umieszczono w niej płaskie naczynie z wodą.

Rys. 1. Ogólny w idok aparatury.

Do dwóch naczyń elektrodow ych zawierających po 0,5 1 roztworu 
buforowego dopływa prąd e lektryczny przez elektrody węglowe po
siadające dużą powierzchnię (80 cm 2). Naczynia elektrodowe są połą
czone z wanienkami pośrednimi, a te dopiero z wanienkami, do których 
są zanurzone końce pasków bibuły. Połączenia między tymi naczyn ia
mi stanowią rurki szklane w kształcie litery U wypełnione buforem. 
Końce tych  rurek  są zaopatrzone w błony z celofanu, co u trudnia  kon
w ekcję  roztworu moderatorowego między naczyniami.
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Rys. 2. Kom ora wilgotna, A: w  prze
kroju, B: widok z góry i schemat po
łączeń, P  —  prostownik, mA  —  m ili- 
amperomierz, Zb —  zmieniacz biegu

nów, V  —  woltomierz, ew —  elektro
dy węglowe, ne —  naczynia elektro
dowe, wp —  wanienki pośrednie, pb —  
paski bibuły, nw —  naczynie z wodą, 
ps —  pręty szklane, bo —  bagietki ob

ciążające paski bibuły.

Stwierdziliśmy, że stosowanie 
elektrolitycznych kluczy agarow ych 
zawierających 1,5 M chlorek p o ta 
sowy wpływa zakłócająco na prze
bieg rozdziału frakcji.

Cztery podłużne wanienki są 
wykonane z 1,5 mm płyty  celuloi
dowej i posiadają  wymiar 63X4,5X 
X2,5 cm. W  połowie swojej w yso
kości są one wypełnione buforem, 
tak że cały układ mieści 2,5 — 3 1 
roztworu buforowego. W anienki są 
ułożone w komorze na prętach  
szklanych. Doprowadzenie prądu 
do skrajnych wanienek odbywa się 
z dwóch przeciwległych końców, 
tak że różnica potencjałów dla 
każdego z 12 równolegle zawieszo
nych pasków  bibuły jest jednako
wa. Pomiar napięcia przyłożonego 
do pasków  odbywa się przy pom o
cy dwóch małych elektrod p la tyno
wych zanurzonych w skrajnych w a
nienkach i połączonych przez w y
łącznik przyciskowy z woltomie
rzem.

Elektrody węglowe łączą się 
przez zmieniacz biegunów i miliam- 
peromierz ze źródłem prądu stałego
o napięciu około 300 V. Po każdej 
serii rozdziału elektroforetycznego 
zmienia się bieguny doprowadzają
ce p rąd  elektryczny. W ażne jest 
również uprzednie każdorazowe 
w yrów nanie  poziomów roztworu 
buforowego we wszystkich naczy
niach przy pomocy połączenia ich 
lewarkami.

Paski .bibuły są zawieszane po
ziomo na  grubych prętach  szkla
nych przy czym ich końce, k tóre za-
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nurzają się do skrajnych w anienek z roztworem moderatorowym, obcią
ża się przy pomocy dwóch bagietek szklanych nieco dłuższych od szero
kości paska. Końce tych bagietek łączy się gumkami.

Rozdział elektroforetyczny przeprowadzam y w tem peraturze poko
jowej. Stwierdziliśmy, że niższa tem pera tura  otoczenia (10 — 12°) nie 
wpływa w dostrzegalny sposób na  uzyskiwanie lepszego rozdziału frak
cji białkowych.

R o z t w ó r  b u f o r o w y .  W  badaniach naszych stosujemy roz
twór m oderatorowy weronalowy o pH =  8,60 i mocy jonowej (52) 
ia =  0 ,10, k tóry sporządzamy następująco: 0,1 mola przekrystalizowa- 
nego weronalu (18,419 g) oraz 85,2 ml 1 N NaO H rozpuszczamy w go
rącej wodzie i po ostygnięciu dopełniamy do 1000 ml.

W  badaniach porównawczych stwierdziliśmy, że stosowanie buforu
o mniejszej mocy jonowej (u =  0,05) jest powodem pow stawania b a r
dziej intensywnie zabarwionej smugi między rozdzielonymi frakcjami 
(ang. „trailing"). Smuga ta utrudnia następnie  ilościową ocenę zaw ar
tości poszczególnych frakcji.

Ponieważ podczas elektroforezy ulega zmianie pH w  naczyniach 
elektrodowych, dlatego uważamy za celowe takie początkowe dobra
nie odczynu buforu w tych naczyniach, aby w połowie czasu elektrofo
rezy pH tych roztworów na  skutek w tórnych  reakcji elektrolizy zrów
nało się z wartością pH roztworu w w anienkach  ( =  8,60). Najprościej 
osiąga się to przepuszczając prąd e lektryczny przez paski bibuły (bez 
surowicy) w czasie o połowę krótszym niż w  przebiegu normalnego 
rozdziału.

Stosując zmianę biegunów prądu i wymieszanie buforów w w anien
kach po każdej serii rozdziału białek można ten sam roztwór m odera
torowy używać 15 — 20-krotnie.

Ze względu na wysoką cenę weronalu opłaca się odzyskiwanie go ze zużytego 
buforu: po silnym zakwaszeniu HC1 i oziębieniu w lodówce można odsączyć wydzie
lony kwas dwuetylobarbiturowy i po przekrystalizowaciiu ponownie używać. O dzy
skuje się w ten sposób do 70fl/o weronalu.

B i b u ł a .  Przebadaliśmy przydatność do celów elektroforezy 
kilku gatunków bibuł, a mianowicie: W hatm an  nr  1, 4, 41, wszystkie 
gatunki Macherey-Nagel: n r  60, 61, 62, 63, 64, 214, 219, 819 e. h., Schlei- 
cher-Schiill n r  2043 b, Munktell nr 20 oraz n iek tóre  bibuły produkcji 
krajowej. Najostrzej rozdzielone frakcje białek  uzyskuje się na bibule 
M acherey-Nagel nr 61 oraz W hatm an nr  1. Dobre wyniki można też 
uzyskać na  bibułach W hatm an n r  4, Schleicher-Schiill n r  2043 b oraz 
M acherey-Nagel nr 214, natomiast przy stosowanej przez nas m etody
ce nieodpowiednie są gatunki bibuły M acherey-N agel nr 60, 62, 63, 819 
e. h. jak  również zbadane gatunki b ibuły  produkowane w kraju.

U  P o s tę p y  B io c h e m ii
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Szwedzka bibuła Munktell nr 20 ze wzglądu na  swoją grubość daje zbyt 
duże natężenie przepływającego prądu, co w następstw ie wpływ a na  
znaczne przesunięcia pH roztworu buforowego.

W  opisywanych badaniach stosowaliśmy bibułę M acherey-N agel 
nr 61 uznaną przez nas za najlepiej nadającą się do elektroforetycznego 
rozdziału ciał białkowych. Stosujemy paski bibuły o wym iarach 
32 X 3,5 cm.

Z w i l ż a n i e  p a s k ó w  b i b u ł y  r o z t w o r e m  b u f o 
r o w y m .  W  szeregu różnych poczynionych prób doszliśmy do wnio
sku, że najlepszym, nie opisanym przez innych autorów sposobem zwil
żania pasków bibuły jest zawieszanie w komorze wilgotnej suchych 
obciążonych bagietkami pasków, których końce zanurzają się do w a
nienek  z buforem. Czas całkowitego zwilżenia jest zależny od gatunku 
bibuły. Dla bibuły Machery-Nagel nr 61 wynosi on w wyżej opisanych 
warunkach około 60 minut.

Przy takim sposobie zwilżania może dochodzić, na skutek efektu 
chromatograficznego, do nagromadzenia się drobnych zanieczyszczeń 
na środku paska czyli w miejscu zetknięcia się frontów wessanej przez 
bibułę cieczy. Aby uniknąć tego, można stosować zwilżanie paska bibuły 
przez zanurzenie tylko jednego jego końca w buforze, a dopiero po 
jego całkowitym nawilżeniu, zanurzać drugi koniec. Przy postępowaniu 
takim nie stwierdziliśmy różnic w rozdziale frakcji białkowych w  po
równaniu z wyżej opisanym sposobem.

Optyczny efekt całkowitego zwilżenia paska bibuły (zetknięcie się 
frontów cieczy wessanej przez pasek) nie jest równoznaczny z zakoń
czeniem wciągania roztworu buforowego przez pasek. Bibuła chłonie 
jeszcze przez dłuższy czas roztwór m oderatorowy nasycając się nim 
w większym stopniu, a ponadto część roztworu paru je  z powierzchni 
paska wzmagając ten efekt. Tę wędrówkę buforu skierowaną od koń
ców paska bibuły ku środkowi łatwo jest wykazać umieszczając w róż
nych  miejscach na pasku kroplę zabarwionej cieczy. Zjawisko to opi
sują niektórzy autorzy jako ,,prąd wodny" (25) (niem. „Sog" (43) ).

Ilościowo zbadaliśmy to zjawisko dla bibuły M echerey-Nagel nr 61 
ważąc szereg zawieszonych w komorze wilgotnej pasków bibuły w  róż
nych odstępach czasu (rys. 3).

Z rys. 3 widzimy, że w ciągu pierwszych kilkunastu minut bibuła 
mimo całkowitego zwilżenia wciąga jeszcze znaczne ilości buforu po 
wodując tym samym ruch cieczy ku środkowi paska.

P r z y g o t o w a n i e  r o z t w o r u  b a d a n e g o .  W  pracy  
niniejszej rozpatrujemy analizę elektroforetyczną płynów białkowych, 
k tórych stężenie nie jest niższe od 1 —  2%. Do badania  stosujemy p ły 
ny  białkowe nie poddawane uprzednio dializie.
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W  celu wykazania, jakie zmiany obrazu elektroforetycznego zacho
dzą w normalnej surowicy podczas przechowywania jej w lodówce 
wykonyw aliśm y odpowiednie oznaczenia codziennie przez okres 7 dni. 
W  czasie tym nie stwierdziliśmy zmian w składzie frakcji elektrofore- 
tycznych białka surowicy.

W  celu stwierdzenia, jakie jest optymalne stężenie roztworu białka 
poddanego rozdziałowi elektroforetycznemu wykonaliśmy po 4 równo

ległe oznaczenia odsetkowej 
zawartości frakcji białkowych 
w surowicy nierozcieńczonej 
i w surowicy rozcieńczonej 
3-krotnie roztworem buforo
wym. Podobne oznaczenia w y
konaliśmy z mieszaniną elek- 
troforetycznie czystych albu
min (75°/o) i ¡¡'-globulin (25°/o) 
w różnych rozcieńczeniach. 
Bezwzględna ilość białka w pro
wadzonego na pasek bibuły 
była we wszystkich przypad
kach taka sama (około 0,15 mg). 
Średnie z uzyskanych wyników 
zawiera tablica 1.

Mniejsza odsetkowa ilość albumin otrzym ywana dla wyższych stę
żeń białka jest spowodowana niedobarwieniem tej frakcji (Hard- 
wicke, 21). Na podstawie tych wyników stosujemy do badania roztwo-

T a b l i c a  1
W p ły w  stężenia  roztworu białka na efekt niedobarwienia  frakcji

albuminowej

Materiał
°//o

biał
ka

Obję
tość
fil

Zawartość frakcji w %  względ
nych (białko całkowite =  100 % )

A lbu  Globuliny

m iny «i a2 fi v

Surowica nieroz-
cieńczona 7,2 2,0 41,1 4,7 10,9 12,3 25,0
Surowica rozcień
czona 3x buforem 2,4 6,0 51,8 4,8 11,2 11,9 21,7

Mieszanina albu
m in (75 % )  i /-glo

10,0
5,0

1,5
3,0

68,0
72,2

—
_ _

32,0
27,8

bulin (25 % ) 3,0 5,0 74,0 -- -- -- 26,0
1,0 15,0 74,3 25,7

Rys. 3. Ilość gramów roztworu buforowego 
wchłaniana przez pasek bibuły Macherey- 
Nagel nr 61 (32 X  3,5 cm) w zależności od 
czasu t (licząc od t =  0 w  chwili całkow i

tego zwilżenia)

u*
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ry, które nie zawierają więcej niż 2%  albumin. Bardziej stężone roz
twory (surowice) rozcieńczamy odpowiednio tym samym roztworem 
buforowym, który jest używany przy rozdziale elektroforetycznym.

Bufor stosowany do rozcieńczania surowicy zawiera małą ilość błę
kitu bromofenolowego. Nakładanie zabarwionego roztworu białka na 
bibułę w znacznym stopniu ułatwia równom ierne rozprowadzenie go 
w postaci wąskiego paska. Stosowany przez nas w tych warunkach 
barwnik wiąże się z albuminami uwidoczniając w ten sposób ich w ę
drówkę. Nadmiar barw nika niezwiązanego przez albuminy wędruje 
również do anody z szybkością około dwa razy większą od albumin.

Stwierdziliśmy, że dodatek błękitu bromofenolowego nie posiada 
żadnego wpływu na wartości wyników ilościowych.

W  praktyce rozcieńczamy surowice o normalnej zawartości białka 
w stosunku 0,1 ml surowicy i 0,2 ml zabarwionego ibuforu weronalo- 
wego. Z tak rozcieńczonego roztworu białka nakładam y na jeden p a 
sek 6 m-1.

W  każdej surowicy oznaczamy uprzednio zawartość białka całko
witego fotometrycznie stosując reakcję biuretową (51).

W y b ó r  l i n i i  s t a r t o w e j .  W  oparciu o wyniki zawarte 
na rys. 3 oraz o próby doświadczalne wybraliśmy czas nakraplania  
roztworu białka około 1 godziny licząc od chwili całkowitego zwilżenia 
pasków bibuły.

Podobnie doświadczalnie przekonaliśmy się, że najlepszy rozdział 
uzyskuje się wtedy, gdy /-globuliny pozostają w miejscu nakropleinia. 
Dzieje się tak wówczas, gdy punkt s tartow y znajduje się w odległości 
kilku cm od środka paska w kierunku katody. W  naszych w arunkach 
uzyskujemy optymalny rozdział obierając linię startową w odległo
ści 3 cm od środka paska w kierunku katodowym.

S p o s ó b  n a k ł a d a n i a  r o z t w o r u  b i a ł k a .  Do n a 
kładania badanego roztworu na pasek bibuły używamy rurki włoskowa- 
tej stosowanej do oznaczania tem peratury  topnienia. Kapilarę długości 
około 10 cm i średnicy około 0,4 — 0,7 mm kalibrujemy uprzednio przy 
pomocy wody na wadze analitycznej zaznaczając następnie objętość 
odpowiadającą 6 m! (co powinno odpowiadać 3 — 5 cm długości kapila- 
ry). Kapilara powinno być na końcu nieco wyciągnięta i obtopiona.

Po naciągnięciu do kapilary  roztworu białka rozcieńczonego zabar
wionym buforem nak łada  się go na zawieszone w komorze wilgotnej 
paski bibuły przez szczelinę między dwiema nakryw ającym i płytami 
szklanymi na uprzednio zaznaczone ołówkiem (na brzegach paska) miej
sce. Przez kilkakrotne równomierne przesuwanie końcem kapilarki po 
linii startowej wprowadzamy odmierzoną ilość cieczy na pasek  bibuły.
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Pasemko nakładanego roztworu powinno być odległe od brzegów bi
buły co najmniej 6 — 7 mm. Szerokość plamki nie powinna przekraczać 
3 — 4 mm.

W  celu usta lenia  równowagi w nasyceniu  parą  wodną zamykamy 
obwód prądu  elektrycznego nie prędzej niż po upływie 1 godziny od 
chwili szczelnego zamknięcia komory wilgotnej.

N a p i ę c i e  i c z a s  e l e k t r o f o r e z y .  W  badaniach 
porównawczych stwierdziliśmy, że zbyt wysokie jak  również zbyt niskie 
natężenie  p rądu  elektrycznego nie sprzyja ostrości uzyskanego obrazu 
elektroforetycznego. W  naszych w arunkach  rozdział elektroforetyczny 
trw a 13 godzin przy różnicy potencjałów między końcami pasków oko
ło 140 V, co odpowiada spadkowi napięcia na  paskach około 4,5 V  na 
1 cm długości. Natężenie prądu elektrycznego przepływającego przez 
12 równoległych pasków bibuły wynosi 6 — 8 mA, co odpowiada około 
0,17 mA na  1 cm szerokości paska bibuły. Frakcje białkowe są rozdzie
lone na odcinku około 8 cm.

S u s z e n i e  p a s k ó w  b i b u ł y .  Po wyłączeniu prądu  
wszystkie 12 pasków wyjm ujem y z kom ory wilgotnej równocześnie za 
pomocą uprzednio założonej ramki z prętów  szklanych. Całość umiesz
czamy na specjalnym statywie w ten sposób, aby więcej nawilżone 
końce pasków  bibuły dotykały  suchej bibuły. Ponadto końce te o su 
szamy suchymi skrawkami bibuły. Czynność ta  ma na  celu niedopusz
czenie do szybszego wyschnięcia części środkowej paska bibuły, co 
pociągałoby za sobą wędrówkę buforu z końców  pasków i przesuwanie 
tym samym skrajnych frakcji ku środkowi. Stwierdziliśmy, że postępo
wanie to w arunkuje  dobry przestrzenny rozdział albumin od -glo
bulin. Ostatecznie suszymy paski przez pozostawienie ich na 3 — 4 go
dziny w temperaturze pokojowej.

Stwierdziliśmy, że suszenie wilgotnych pasków w 105° w pływa 
ujemnie na  powtarzalność wyników.

B a r w i e n i e .  W ysuszone paski bibuły z rozdzielonymi frakc ja 
mi białkowymi' barwimy przez 30 minut 0,1% roztworem błękitu bro- 
mofenolowego w etanolu zawierającym  10% chlorku rtęciowego. O d
barw ianie  miejsc bibuły wolnych od białka odbywa się przez 5 — 7- 
krotne wym ywanie 0,5%' roztworem kw asu octowego w czasie 40 — 
60 minut w płaskiej wanience fotograficznej. Poza odcinkiem drogi 
przebytym  przez białko pasek  bibuły jes t zupełnie biały bez śladów 
barwnika.

Wykazaliśmy, że na wyniki ilościowe nie w yw ierają  wpływu n a 
wet dość znaczne odchylenia od tych standartow ych warunków b a r 
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wienia, jak  np. przedłużenie czasu barwienia do 24 godzin, niewielkie 
zmiany stężenia barwnika (0,05 — 0,2%), przedłużenie czasu odbar
wiania do kilku godzin. Poza tym również przy stosowaniu błękitu  bro- 
mofenolowego pochodzącego z różnych wytwórni (radz. , ,Irjea"( niem. 
„Merck" oraz „Bayer") nie wykazaliśmy różnic w stosunku odsetko
wym frakcji.

W  miarę wielokrotnego stosowania tego samego roztworu do bar
wienia pasków bibuły ulega on stopniowej alkalizacji pod wpływem  
weronalanu sodowego pozostałego po wysuszeniu buforu w bibule. 
Uwidacznia się to ściemnieniem roztworu. Baiwienie takim roztworem 
również nie powoduje niepożądanych zmian wyników odsetkowych. 
Niemniej roztwór ten należy co pewien czas zakwaszać kwasem  sol
nym, aby nie dopuścić do w ytrącania  się zasadowych soli rtęciowych.

Mokre paski bibuły rozkładamy w celu wysuszenia na płycie szkla
nej w miejscu ciepłym i przewiewnym. Po wysuszeniu wprowadzamy 
paski na chwilę do atmosfery gazowego amoniaku; poszczególne frak
cje białkowe przedstawiają się wówczas jako błękitne pasem ka na b ia
łym tle bibuły (rys. 4).

Rys. 4. Frakcje białka surow icy krw i człow ieka zdrow ego rozdzielone 
elektroforetycznie na bibule i zabarwione.

I l o ś c i o w a  i n t e r p r e t a c j a  e l e k t r o f o r o g r a m ó w .  
Do celów ilościowego oznaczania zabarwionych frakcji białkowych 
rozdzielonych elektroforetycznie na bibule zastosowaliśmy elucję barw 
nika związanego z białkiem w poszczególnych rozdzielonych frak
cjach. Na pasku bibuły z zaznaczonymi wyraźnie poszczególnymi za
barwionymi frakcjami białka kreślimy lekko ołówkiem granicę rozdzia-
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łu i odcinamy odpowiednie skrawki. Błękit bromofenolowy związany 
z białkiem w tych  skraw kach  poddajem y następnie elucji p rzy  pomocy 
12 ml 2%  roztworu węglanu sodowego w 50% metanolu bezpośrednio 
w probówkach do fotometrowania. Po upływie 2 godzin przy kilkakrot
nym mieszaniu roztworu usuwam y uwolnione od barwnika skrawki b i
buły i w ykonujem y pomiar ekstynkcji niebieskiego roztworu dla długo
ści fali światła X =  595 mi-i (maksimum absorbcji). Próbę ślepą (ekstynk
cja =  0 ) stanowi analogiczny eluat z niezabarwionego skraw ka bibuły. 
W artości ekstynkcji d la  próby  ślepej nie różniły się od ekstyncji dla 
czystego roztworu stosowanego do desorpcji barwnika. Pomiary 
ekstynkcji w ykonujem y przy pomocy spektrofotometru Colemana 
w probówkach średnicy 2,2 cm sprawdzonych pod względem optycznej 
jednorodności.

Stwierdziliśmy, że ekstynkcja  roztworu, do którego wprowadzono 
na pewien czas skrawki czystej stosowanej przez nas bibuły, nie ulega 
zmianie. Świadczy to, że w danych  
warunkach  nie zachodzi adsorpcja  
barw nika przez włókna bibuły.

W  celu przekonania  się, czy 
mierzona ekstynkcja  roztworu jest 
proporcjonalna do stężenia ba rw ni
ka wykonaliśm y odpowiednie po
miary, których wyniki przedstaw ia 
rys. 5.

Z rys. 5 widzimy, że do roztworu 
błękitu bromofenolowego w płynie 
służącym do elucji (2%  N a 2CC>3 
w 50% CH^OH) praw o Beer'a sto
suje się jedynie w niskich s tęże
niach. W  opisanych w arunkach  po
miaru fotometrycznego powyżej 
wartości ekstynkcji E — 0,5 nie za
chodzi już prosta proporcjonalność między stężeniem a ekstynkcją  roz
tworu. Okoliczność ta  zmusza do wprowadzania popraw ek dla w arto 
ści ekstynkcji p rzekraczających  0,5, których można dokonać łatwo 
w  oparciu o rys. 5 , albo też bardziej stężone rozitwory należy rozcień
czać w ten sposób, aby ich ekstynkcja  była niższa od E =  0,5, uw zględ
niając w obliczeniach stopień rozcieńczenia.

Należy podkreślić, że przy ilościach białka podanych w  wyżej op i
sanej metodyce rzadko otrzym ujemy przy fotometrowaniu eluatów  
wartości ekstynkcji wyższe od E =  0,5.

Rys. 5. Zależność ekstynkcji E od stę 
żenia błękitu  brofofenolow ego c (w  jed 

nostkach w zględnych).
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N astępne zagadnienie stanowiła proporcjonalność między stęże
niem barwnika, a ilością białka. Już z tablicy 1 wynika, że przy w yż
szych stężeniach albumin zachodzi ich niedobarwienie.

Badania te (tabl. 2 ) w ykonaliśm y posługując się roztworem elektro- 
foretycznie czystych albumin w różnych dokładnie oznaczonych stęże
niach. Ilości poszczególnych roztworów nakraplanych  na  paski bibuły 
były  dokładnie określane z różnicy ciężaru kapilary  przed i po nałoże
n iu roztworu albumin. Każdy roztwór nakładano raz w jednej wąskiej 
linii startowej (tabl. 2, n r  7 — 12), drugi raz na  dużo większej powierzch
ni paska bibuły (tabl. 2, nr 1 — 6). Zachowaliśmy takie same warunki 
badania jak  w rozdziale elektroforetycznym, jednakże bez przepływu 
prądu elektrycznego.

Po wysuszeniu paski bibuły normalnie zabarwiliśmy mierząc następ
nie powierzchnie zajęte na  paskach bibuły przez poszczególne barw ne 
plamki albumin. Elucji barw nika dokonano przy pomocy różnych obję
tości 2%  N a 2C0 3 w 50% CH3OH dostosow anych do ilości wprowadzo
nego białka. Miało to na celu uniknięcie odchyleń od p raw a Beer'a za
chodzących przy większych stężeniach błękitu  bromofenolowego. Zmie
rzoną wartość ekstynkcji przeliczyliśmy następnie na ekstynkcję £ (12) 
odniesioną do objętości 12 ml eluatu uwzględniając stopień rozcieńcze
nia. W yniki tych  badań przedstaw ia tablica 2 .

T a b l i c a  2
Zależność ekstynkcji od ilości albumin oraz od powierzchni zajmowanej pizez nie na

bibule

Nr

Stęże
n ie

albu
m in
°//o

Ilość  
nało
żone
go roz
tworu  

mg

Q
Ilość
albu
m in
na

pasku
¡¿g

P
P ole  

plam 
ki a l
bumin  
m m 2

Q/P 
Stopień za
gęszczenia  

(¿g

V
Obję
tość

eluatu
m l

E
Zm ierzo
na eks
tynkcja

R(l2> 
Ekstynkcja  

w  przelicze
niu na 12 m l 

eluatu

Stosunek
E(l2)

Q
m m 2

1 0,50 6,67 33,3 906 0,037 12 0,113 0,113 0,00340
2 0,99 6,68 66,1 806 0,082 12 0,233 0,233 0,00353
3 1,41 6,78 95,7 770 0,124 24 0,164 0,328 0,00343
4 1,89 6,87 130 1045 0,124 36 0,155 0,465 0,00358
5 2,95 6,56 194 792 0,211 48 0,179 0,716 0,00369
6 4,53 7,22 327 1188 0,275 60 0,250 1,250 0,00383
7 0,50 10,27 51,3 247 0,208 12 0,178 0,178 0,00347
8 0,99 6,70 66,3 323 0,205 12 0,242 0,242 0,00365
9 1,41 6,60 93,2 303 0,307 24 0,163 0,326 0,00350

10 1,89 6,69 127 392 0,325 36 0,142 0,426 0,00335
11 2,95 6,92 204 336 0,608 48 0,161 0,644 0,00315
12 4,53 6,92 314 372 0,845 60 0,152 0,760 0,00242
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Z tablicy 2 można odczytać, że albuminy ulokowane na bibule w ią
żą proporcjonalną ilość błękitu  bromofenolowego, o ile nie jest za w y
soki ich stopień zagęszczenia przypadający  na jednostkę powierzchni 
bibuły. Proporcjonalność ta jest zachowana, gdy na  1 m m 2 powierzch
ni bibuły nie przypada więcej niż 0,3 Mg albumin.

Analogiczne pom iary w ykonaliśm y również stosując odpowiednio 
rozcieńczoną surowicę. W ykazaliśm y, że proporcjonalność między ilo
ścią całkowitego białka a ilością związanego przez nie barw nika jest 
prosta, o ile na  1 m m 2 powierzchni bibuły (Macherey-Nagel n r  61) nie 
przypada więcej niż 0,3 i-ig białka.

R ó ż n i c a  i l o ś c i  b ł ę k i t u  b r o m o f e n o l o w e g o  
w i ą z a n e g o  p r z e z  a l b u m i n y  i 7 - g l o b u l i n y .  Do
świadczalnie sprawdziliśmy stopień wiązania barwnika przez poszcze
gólne frajkcje białkowe na  przykładzie albumin i y-globulin.

N a paski bibuły nałożyliśmy zważone ilości roztworów albumin 
i y-globulin o dokładnie znanym  stężeniu. Stopień zagęszczenia nie 
przekraczał w obu przypadkach  0,3 ug białka na 1 m m 2 powierzchni 
bibuły. Po normalnym  zabarwieniu i elucji obliczono (tabl. 3), że śred
nio ^ g lobu liny  w tych samych w arunkach  wiążą około 5% mniej b łę
kitu bromofenolowego aniżeli albuminy.

T a b l i c a  3

Wiązanie błękitu bromofenolowego przez albuminy i ^-globuliny

Roztwór

Ilość nakro- 
plonego roz

tworu  
mg

Q
Ilość białka  

na pasku  
^g

E
Zmierzona
ekstynkcja

Stosunek
E
Q

Średnio
E
Q

7,63 78,0 0,275 0,00353
1,02 % albu 7,97 81,3 0,283 0,00348 0,00353
m in 7,35 75,0 0,270 0,00360

7,22 73,7 0,260 0,00353

7;26 93,1 0,315 0,00338
1,28 % y-glo- 7,42 95,2 0,318 0,00334 0,00335
bulin 7,28 93,4 0,315 0,00337

7,11 91,2 0,300 0,00329

różnica: 0,00018

czyli y-globuliny wiążą około 5°/o mniej błękitu bromofenolowego niż albuminy.

O b l i c z a n i e .  Przy założeniu, że są spełnione wyżej om awiane 
proporcjonalności obliczenie procentowego składu poszczególnych
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frakcji b iałkow ych jest proste: przyjm ując sumę ekstynkcji dla wszyst
kich frakcji za 100%  oblicza się procentowy udział poszczególnych' 
frakcji na  podstawie wielkości odpowiednich ekstynkcji.

M o ż l i w o ś ć  p o m i a r ó w  p r z y  u ż y c i u  z w y k ł e 
g o  k o l o r y  m e t r  u. W  toku badań wykazaliśmy, że w przypad
ku nieposiadania fotometru można również uzyskać zadawalające re 
zultaty posługując się zwykłym kolorymetrem typu Dubosq‘a bez uży
cia specjalnych roztworów wzorcowych. Poszczególne e luaty porów 
nuje  się wówczas kolejno w kolorymetrze z odpowiednim roztworem 
tegoż barw nika o dowolnym nieznanym stężeniu. Dokładność pomiaru 
jest większa, gdy wartość stężenia roztworu porównawczego będzie po
średnia między minimalną i m aksym alną odpowiednią wartością dla 
eluatów.

Jeżeli oznaczymy grubość w arstw y  roztworu porównawczego przez 
w, a eluatów przez e przy zrównaniu barw w kolorymetrze, to odpo
wiednie ilorazy w/e mają się tak  do siebie, jak  procentowy skład po
szczególnych frakcji białkowych. Dla ilustracji przytaczam y w tablicy 4 
przykład obliczenia na podstawie subiektywnego pomiaru kolorym e
trycznego oraz porównanie  z obiektywnym  pomiarem fotometrycznym. 
Ilorazy w/e oznaczają stosunek wysokości w arstw y roztworu porów 
nawczego do grubości w arstw y poszczególnych eluatów.

T a b l i c a  4

Przykład kolorym etrycznego oznaczania eluatów oraz porównanie z pomiaTem
fotometrycznym

A lbum iny
G lobuliny

Ci <*2 P y
Stosunek grubości 
w arstw  w  : e

40
19,3 -  2,07 34^2 =  0,146

10
32,0 -  0,312

10
47,5 =  0,210

25
Í 7 ¿  =  1,452

Suma 4,190

% (kolorym.) 49,3 3,5 7,4 5,0 34,8

% (fotometr.) 49,8 2,5 7,3 -4,0 36,4

Odczynnik stosowany do elucji błękitu bromofenolowego można Łatwo regene
rować przez adsorpcję barwnika na w ęglu drzewnym; przesącz po oddzieleniu węgla  
jest zupełnie bezbarwny.

P o w t a r z a l n o ś ć  w y n i k ó w .  W  celu ustalenia pow ta
rzalności wyników  stosowanej m etody wykonaliśmy elektroforetyczny 
rozdział białek na 25 paskach  bibuły  dla tej samej surowicy patolo
gicznej. Tablica 5 przedstawia statystyczne ujęcie uzyskanych wartości.

Średnie odchylenie wynosi od 0,5 do 1,5, dlatego też uważamy, że
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wyrażanie odsetkowego składu frakcji w ydaje  się słuszne z dokładno
ścią nie większą niż 0,5%, gdy wykonano tylko pojedyncze oznaczenie.

T a b l i c a  5 

Oznaczenie powtarzalności wyników

A lbu G lobuliny
m iny a2 y

Średnia arytm et. 
z 25 oznaczeń

32,7 4,2 8,0 12,4 42,7

Średnie odchylenie 0,9 0,5 1,0 0,9 1,5

Średnie odchylenie  
średniej arytm et.

0,2 0,1 0,2 0,2 0,3

W zględny % błędu  
dla pojed. oznacz.

2,8 11,9 12,5 7,3 3,5

S p r a w d z e n i e  m e t o d y .  Dokładność stosowanej m etody 
sprawdziliśmy dla frakcji albuminowej dodając do analizowanej rów 
nolegle surowicy znaną ilość krystalicznej, elektroforetycznie czystej 
albuminy. Preparat krystalicznej albuminy uprzednio zanalizowany w y 
kazał zawartość 89,0% albuminy i 11% wody. W  tablicy 6 zawarte są 
średnie wyniki sprawdzenia m etody z 4 równoległych oznaczeń. Białko 
całkowite oznaczyliśmy na podstawie reakcji biuretowej (51).

T a b l i c a  6 

Sprawdzenie dokładności stosowanej metody

B iałko ca ł
kow ite  

% wag.-obj.

Zawartość album in znale
ziona przy pomocy e lek 

troforezy na bibule

% względ. % w ag.-obj.

4,50 m l surow icy  
+  100,0 mg 89,0 % a l
bum iny ad 5,00 m l 
0,9 % NaCl

7,75 47,8 3,70

4,50 m l surow icy  
+  0,50 m l 0,9 % NaCl

5,97 32,7 1,95

Dodano % albumin: 1,78 — —

Znaleziono % albu
min:

— - 1,75

Błąd w odnalezieniu dodanej ilości albumin:D,03 czyli w °/o względnych: l,7°/o.
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P o r ó w n a n i e  z i n n y m i  s p o s o b a m i  i l o ś c i o 
w e j  o c e n y  e l e k t r o f o r o g r a m ó w  o r a z  z m e t o 
d ą  T i s e l i u s a .  Ze względu na stosowany przez wielu autorów 
sposób oceniania elektroforogramów na drodze bezpośredniego ich fo- 
tometrowania podjęliśmy badania mające na celu porównanie wyników 
otrzym ywanych różnymi sposobami dla równoległych prób. Ograniczy
liśmy się w tym przypadku do porównania  trzech surowic ludzi zdro
wych *).

W  tym celu zbudowaliśmy automatycznie działające urządzenie do 
fotometrowania elektroforogramów w sposób ciągły. W ykorzystaliśm y 
do tego układ re jes tru jący  polarografu Heyrowsky 'ego przystosowując 
go jednocześnie do synchronicznego przesuwania elektroforogramu na

Rys. 6. K rzyw e elektroforetyczne dla białka surow i
cy I uzyskane: a) przy pomocy elektroforezy sw o
bodnej, b) przez bezpośrednie fotom etrow anie elektro
forogram u na bibule, cj przez fotom etrow anie tego 
sam ego paska po kąpieli w  m ieszanin ie parafiny  
i a-brom onaftalenu, d) po przeliczeniu w artości prze
zroczystości P  krzyw ej c na ekstynkcję E oraz e) d ia
gram  narysow any na podstaw ie w yników  m etody elu - 

cji barw nika (w artości liczbow e w  tabl. 7).

*) Badania na w iększym  materiale mające na celu porównanie stosowanej przez 
nas metody z elektroforezą .swobodną u ludzi zdrowych i’ chorych będą tematem na
stępnego doniesienia.

XP o
A
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bibule między źródłem światła m onochrom atycznego (X =  590 m) za
silanym z akumulatora, a fotoogniwem ( L a n g e  S28). Oświetlona 
szczelina, przed którą  przesuwa się pasek  bibuły, posiada wymiar 
25 X 1 mm.

Prąd fotoelektryczny zależny od przezroczystości paska jest autom a
tycznie re jes trow any na papierze fotograficznym przy pomocy galwa- 
nom etru lusterkowego polarografu. Krzywe uzyskane w ten sposób 
przedstaw iają  absorpcję światła w zależności od odcinka drogi przeby
tej przez poszczególne frakcje białek.

W edług Grassmanna i Hanniga (19) przy fotometrowaniu elektrofo- 
rogramów należy poddać je uprzednio kąpieli w mieszaninie parafiny

T a b l i c a  7
Porównanie różnyoh metod interpretacji ilościow ej elektroforogramów białka 
na bibule z elektroforezą klasyczną T iseliusa dla 3 surowic ludzi zdrowych

Ilość
po

m ia
rów

Frak
cje

Surow ica

I II III

■°/o białka całkowitego 6,9 7,3 6,4

A 64,7 58,6 58,7
Elektroforeza swobodna, ai 4,2 6,2 5,3
aparat Fokal F, 1 «2 9,3 9,6 10,3
krzywa zstępująca P 9,9 15,0 11,0

v 11,9 10,6 14,7

Obliczono z krzywej absorpcji A 34,1 33,5 32,4

światła uzyskanej przez bez ai 8,0 7,9 8,9

pośrednie fotometrowanie e lek  2 «2 15,0 11,6 12,4

troforogramu p 16,0 18,1 16,8
V 26,9 28,9 29,5

Obliczono z krzywej absorpcji A 43,6 37,8 42,8
światła uzyskanej przez foto ai 7,4 6,9 7,0
metrowanie elektroforogramu 2 «2 12,7 10,6 11,7
po kąpieli w parafinie i a-bro- p 11,6 17,8 17,1
monaftalenie y 24,7 26,9 21,4

Obliczono z krzywej ekstynk A 49,0 40,7 47,1
cji uzyskanej przez fotom etro- <*1 6,2 7,0 6,2
wanie elektroforogramu po ką 2 «2 11,4 10,5 11,2
pieli w parafinie i a-brom onaf- p 10,1 17,6 16,2
talenie y 23,3 24,2 19,3

Obliczono na drodze fotom e- A 69,2 63,0 62,0
trycznych pomiaTÓw stężenia «i 2,9 3,0 3,7
barwnika w yeluow anego z po 6 «2 4,0 6,1 6,3
szczególnych frakcji b iałko P 5,0 7,7 6,5
wych y 18,9 20,2 21,5
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i a-bromonaftalenu o współczynniku załamania światła n =  1,51, aby 
uzyskać maksym alną przezroczystość bibuły. W  celu wykazania różnic 
między wynikami uzyskanymi przez fotom etrowanie elektroforogra- 
mów suchych oraz zwilżonych wymienioną mieszaniną wykonaliśm y 
odpowiednie pomiary dla tych samych pasków  bibuły. Uzyskane k rzy
we przedstawia rys. 6 bc, a wyniki liczbowe zawiera tablica 7.

Ponieważ opisana wyżej apara tu ra  re jes tru je  krzywe przezroczysto
ści elektroforogramów, dlatego też przeliczyliśmy je ponadto na  odpo
wiednie krzywe ekstynkcji (rys. 6 d), które (pod warunkiem zachowania 
prawa Beer'a) są proporcjonalne do stężenia barwnika.

Dla badanych  surowic w ykonano również oznaczenia przy pomocy 
elektroforezy swobodnej na aparacie Fokal F **). Pomiary te w ykona
liśmy przy użyciu tego samego roztworu buforowego, który stosowano 
przy metodzie bibułowej, jednakże w tem peraturze 8 °. W yniki tych  
badań porównawczych zawiera tablica 7.

Z a w a r t o ś ć  f r a k c j i  b i a ł k o w y c h  w s u r o w i c y  
z d r o w y c h  l u d z i .  W  celu wykazania, jakie odsetkowe wartości 
poszczególnych frakcji b iałkowych uzyskuje  się przy pomocy stosow a
nej przez nas metody w surowicy krwi ludzi zdrowych zanalizowaliśmy 
27 surowic normalnych. Pochodziły one od mężczyzn i kobiet w wieku 
20 — 35 lat. W yniki są statystycznie u jęte  w tablicy 8 .

T a b l i c a  8

Zawartość frakcji białkow ych w surow icy zdrowych ludzi

A lbu G lobuliny
m in y Ol as fi V

Średnio 61 4 7,5 8 19,5

Średnie
odchylenie

6 1 2 2 2,5

Ilość zbadanych zdrowych ludzi: 27.

Omówienie w yników

Ilościowe oznaczanie frakcji białkowych za pomocą elektroforezy 
na bibule można podzielić na  dwa etapy: dokonanie przestrzennego roz
działu frakcji oraz ilościowe ich określenie. W arunkiem  przystąpienia 
do ilościowej interpretacji jest uzyskanie wyraźnego rozdziału poszcze
gólnych frakcji, co jest zależne od wielu czynników.

**) Oznaczenia te wykonała doc. dr A. S m o c z ik i e w i c z o w a w (LI Kli
nice Chorób W ewnętrznych AM w Poznaniu, za co składam jej również na tym  m iej
scu serdeczne podziękowanie.
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Proces elektroforetycznego rozdziału ciał b iałkow ych na bibule po 
winien przebiegać w w arunkach  -uniemożliwiających znaczniejsze p a 
rowanie w ody z paska bibuły zwilżonego roztworem buforowym. 
W  prak tyce  spotykam y dwa sposoby zachow ania tego warunku. Pierw 
szy polega na  umieszczeniu paska bibuły między płytkami szkła i za
nurzeniu całości w cieczy nie mieszającej się z wodą, najczęściej 
w chlorobenzenie ( C r e m e r  i T i s e l i u s ,  7) względnie też 
na bezpośrednim zanurzeniu bibuły w chlorobenzenie (C o n  s d e n 
i S t a n  i e r, 6 ), k tóry jest w tych przypadkach  czynnikiem chłodzą
cym. Inny sposób prostszy i dlatego częściej s tosow any polega na 
umieszczeniu paska bibuły w tzw. „komorze wilgotnej" (W i e 1 a n d 
i F i s c h e r ,  48), czyli w przestrzeni nasyconej parą  wodną.

Pierwszy sposób ze względu na dobry efekt chłodzenia pozwala na 
stosowanie wyższego napięcia, a tym samym krótszego czasu e lek tro
forezy, jednakże zetknięcie się białka ze szkłem lub bezpośrednio z chlo- 
robenzenem jest w tym przypadku powodem nieco mniej wyraźnego 
rozdziału frakcji. Z tych głównie względów większość autorów  stosuje 
m odyfikację z komorą wilgotną.

elektroosm oza buforu

K A T O D A  -

nasek bibułu białko
parow anie  

\  t l \  t t t t t t /

efekt +  A N O D A

\ | bufor | | bufor

wzrost poziom u na sku spadek poziom u na sku 

tek elektroosm ozy tek elektroosm o/.y

wzrost pH spadek pH

wzrost ciśnienia osmot spadek ciśnienia osmot

Rys. 7. Schem at zjaw isk  zachodzących w  czasie elek tro
forezy bibułow ej.

Przy stosowaniu tej modyfikacji zachodzi równolegle szereg p roce
sów obok zasadniczego dla rozdziału elektroforetycznego zjawiska w ę
drówki elektrycznie naładow anych cząstek koloidowych. N ajis to tn ie j
sze są tu przesunięcia roztworu buforowego w pasku bibuły będące w y 
nikiem nasiąkania  bibuły, elektroosmozy jak  również częściowego p a 
rowania. Niektóre z ubocznych zjawisk stale tow arzyszące elektrofo
rezie bibułowej są wynikiem elektrolizy roztworu m oderatorowego za
chodzącej pod wpływem przepływającego p rądu  elektrycznego.

Zjawiska te ilustruje schematycznie rys. 7.
Należy oczywiście podkreślić, że nasilenie tych  zjawisk ulega zmia

nom w toku trwania elektroforezy.
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Środkowa część paska bibuły jest obszarem, gdzie nie zachodzą 
większe zmienne przesunięcia cieczy. Frakcje białek na  tym odcinku są 
najmniej narażone na  zakłócenia pochodzące głównie z tzw. efektu 
ssania. Z tego więc względu jest pożądane, aby rozdział zachodził 
w środkowej części paska.

Biorąc pod uwagę nierównom ierne przesunięcia roztworu buforo
wego w różnych odcinkach paska bibuły należy sądzić, że bezpośrednie 
oznaczenia ruchliwości cząsteczek w polu e lektrycznym  mogą być obar
czone błędem, gdy nie są uwzględnione opisane wyżej zjawiska (42).

Komora wilgotna powinna zapewniać jednosta jne  nasycenie  zam k
niętej przestrzeni parą  wodną. Z tego też względu niepożądane są 
większe zmiany tem pera tury  otoczenia przekraczające 2 — 3°. Drobne 
nieszczelności komory powodują  miejscowe niedosycenia  wewnętrznej 
atmosfery parą  wodną w yrów nyw ane  z kolei przez wzmożone pa row a
nie roztworu buforowego z najbliższych pasków  bibuły. W  następstw ie 
prowadzi to do przesunięć cieczy w pasku bibuły a tym samym do roz
mazania rozdzielanych frakcji.

Aby nie powodować większych zakłóceń w nasyceniu parą  wodną 
uznaliśmy za stosowne nakładanie  surowicy na zwilżone paski bibuły 
zawieszone w komorze wilgotnej przez w ąską szczelinę między dwiema 
płytkami szklanymi nakryw ającym i w tym czasie komorę.

Pasek bibuły może być zawieszony na  jednym  pręcie w sposób 
„daszkowy" (D u r r u m, 11, F 1 y  n  n  i de M a y  o, 15), albo 
na dwóch prętach  w ten sposób, aby środkow a jego część była pozioma 
( G r a s s m a n n  i H a n n i n g ,  19). Drugi sposób posiada tę za
letę, że wówczas białko w swojej wędrówce na bibule nie styka się ze 
szkłem, co na skutek adhezji roztworu może dawać mniej ostre roz
działy frakcji.

Najdogodniej jest stosować elektrody platynowe. Elektrody węglo
we ulegają stopniowemu rozpylaniu w roztworze. Zastosowane przez 
nas błony celofanowe oddzielają roztwór w naczyniu  e lektrodowym  od 
reszty układu zabezpieczając bufor w w anienkach  przed zanieczyszcze
niem go węglem rozpylanym z elektrod węglowych.

Przy zbyt małej powierzchni elektrod dochodzi w trakcie elektrolizy 
buforu do tak  znacznego wydzielania się na  anodzie kwasu dwuetylo- 
barbiturowego, że zajmuje on znaczną powierzchnię e lektrody utrud- 
n iając  przepływ prądu  elektrycznego. O bserw uje się wówczas znaczny 
spadek napięcia i natężenia prądu. Odpowiednio duża powierzchnia 
e lektrod zapobiega tym niepożądanym  zjawiskom. W  przybliżeniu moż
na określić, że na  każdy 1 mA natężenia prądu  przepływającego przez 
układ wystarczy w tym celu około 10 cm 2 powierzchni elektrody.
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Podobnie w świetle przeprowadzonych badań porównawczych, roz
dzielanie frakcji elektroforetycznych w niższej temperaturze (8 — 12°) 
(19) nie wydaje się konieczne. W niosek ten potwierdzają również inni 
autorzy (43).

Z wielu stosowanych przez różnych badaczy buforów najbardziej 
przydatnym  do celów elektroforezy białek krwi okazał się bufor wero- 
nalowy (17, 29). W edług A n t w e i l e r a  (1) powinien on zawierać 
jak najm niejszą różnorodność jonów wykluczając w zasadzie jony wy
żej wartościowe. Sporządzanie roztworu m oderatorowego z weronalanu 
sodowego i kwasu solnego wprowadza niepotrzebnie do układu znaczną 
ilość jonów Cl' i dlatego uważamy, że słuszniej jest wychodzić z kw a
su dwuetylobarbiturowego zobojętnionego w odpowiednim stopniu 
ługiem sodowym. Ponadto weronal w przeciwieństwie do jego soli so
dowej daje się łatwo oczyścić przez krystalizację z wody.

Optym alne pH dla elektroforetycznego rozdziału białek surowicy 
krwi podają różni autorzy na 8 — 9 (D i t t m e r, 9), przyczem na j
częściej stosowany jest bufor o pH =  8,6 (2).

W iększa rozbieżność zdań zachodzi w stosowaniu wartości mocy 
jonowej m- roztworu buforowego (52). Najczęściej spotykam y tu w ar
tości u =  0,05 oraz 0,1. Przy mniejszej mocy jonowej cząsteczki białka 
wędrują szybciej w polu elektrycznym (29), natomiast przy większej 
mocy jonowej jest mniejszy efekt adsorbcji białka przez włókna bi
buły. Efekt ten polegający na zostawianiu śladu w postaci smugi (ang. 
,,tralling“ , 21, 29) ciągnącej się za wędrującą frakcją dotyczy głównie 
albumin i, jak  stwierdziliśmy, jest dużo mniejszy przy wyższych stę
żeniach jonowych roztworu moderatorowego, co pozostaje w zgodzie 
ze spostrzeżeniami innych autorów (M a c !k a y i in .( 29).

Podobnie stosowanie zbyt wysokich stężeń jonowych m. =  0,2 — 0,3) 
może powodować wytrącanie  się białka ( M a r t i n  i F r a n- 
g 1 e n, 30).

Z tych względów stosowanie roztworu buforowego o mocy jonowej 
u =  0,1 wydaje się nam najbardziej celowe.

Na intensywność zabarwienia smugi ciągnącej się za wędrującymi 
frakcjami białek posiada duży wpływ gatunek  bibuły stosowanej do 
elektroforezy. Adsorpcja b iałka przez bibułę powinna zachodzić w jak  
najmniejszym stopniu. W arunek  ten dostatecznie spełnia bibuła Ma- 
cherey-Nagel nr 61. H a r d w i c k e  (21) uważa, że smuga ta p o 
wstaje kosztem albumin i wprowadza w tym celu specjalną poprawkę. 
W opisanych przez nas warunkach uzyskujemy elektroforogramy, dla 
których tego rodzaju popraw ka miałaby dużo mniejszą wartość, pozo
stającą poniżej wartości błędu oznaczenia.

12 P o s t ę p y  B io c h em i i
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Nakładanie roztworu białkowego na suchy pasek bibuły i następne 
zwilżanie roztworem m oderatorowym  prowadzi do zbyt silnego wiąza
nia się n iek tórych  białek surowicy z włóknami celulozy (30). Dlatego 
należy nakładać surowicę na uprzednio zwilżony roztworem buforo
wym pasek  bibuły.

Zwilżanie bibuły przez zanurzenie w roztworze buforowym i ew en
tualne następne osuszenie jej przy pomocy suchej bibuły nie gw aran
tuje zawsze jednakow ego stopnia zwilżenia paska. W  następstw ie po 
ciąga to za sobą różnice w działaniu tzw. „prądu wodnego"' (K e m u- 
1 a i B a r t o s i e w i c z ,  25, S 1 o t t a i in. 43), k tóry  objawia 
się w przesunięciach roztworu buforowego wzdłuż paska  bibuły.

Z tych względów najbardziej celowy wydaje się zastosowany przez 
nas samoistny sposób zwilżania pasków bibuły, który gw arantu je  rów 
nomierny i zawsze jednakow y stopień jej nawilżenia.

Niektórzy autorzy upatru ją  główną przyczynę tzw. „prądu w odne
go'' w parow aniu  cieczy z powierzchni bibuły. Czynnik parow ania  (bez 
przepływu prądu elektrycznego) jest w tym przypadku bardzo mały 
i według badań S 1 o t t y  i in. (43) wynosi w 20° około 0,12 mg w o
dy z 1 cm 2 na 1 godzinę, co dla 1 paska odpowiada około 0,02 — 0,03 ml 
buforu. W iększe znaczenie w tej wędrówce roztworu buforowego do 
środka paska posiada, jak  wykazaliśmy, stopniowe nasiąkanie  już wil
gotnego paska bibuły (rys. 3): w tym samym czasie wchłania on ilość 
cieczy rzędu 0,5 g.

A zatem główną przyczyną początkowej wędrówki cieczy ku środ
kowi paska bibuły jest dodatkowe nasiąkanie już zwilżonej bibuły. N a
tomiast w czasie przepływu prądu elektrycznego wzmaga się parow a
nie cieczy z pasków bibuły i wówczas ono staje się zasadniczą p rzy
czyną przesuwania się cieczy ku środkowi pasków.

Badania E w e r b e c k a  i L o h m a n n a  (14) stwierdziły, że 
pożywienie i rytm ika dobowa nie posiadają wpływu na skład białek su
rowicy. Surowica przechowyw ana w lodówce nie zmienia swojego 
składu do 7 dni, co stwierdzają również inni autorzy (29, 34).

Znacznym uproszczeniem w porównaniu z elektroforezą klasyczną 
jest możność bezpośredniego badania płynów białkowych za pomocą 
elektroforezy bibułowej bez uprzedniej dializy substancji niskocząstecz- 
kowych. Podkreślają to wszyscy badacze z jednym wyjątkiem  (18), k tó
rego przyczynę stanowi prawdopodobnie błędna interpretacja  wyni
ków: nieuwzględnianie przesuwania się frakcji wraz z buforem przy 
w ysychaniu  końców pasków bibuły.

W ażne zagadnienie stanowi również optymalne stężenie badanego 
roztworu białka. Większość autorów stosuje nakładanie nierozcieńczo*
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nej surowicy uważając nawet, że zawartość białka 6 — 8%  jest opty
malna (41). Bliższe badania niektórych autorów (21, 30) jak  i własne 
wskazują na to, że zbyt duże stężenie białka powoduje nadmierne n a 
gromadzenie i następnie niedobarwienie najobfitszej frakcji, na jczę
ściej albumin (ang. „packing effect“ i „understaining effect") (21). Przy 
dużych stężeniach albumin przypadających  na jednostkę powierzchni 
bibuły nie zachodzi prosta proporcjonalność między ilością białka a ilo
ścią związanego z nim barw nika (tabl. 2). Ten efekt niedobarwienia 
przy dużych stężeniach albumin staje się przyczyną uzyskiwania zbyt 
małych odsetkow ych wartości dla tej najobfitszej i najszybciej w ędru
jącej frakcji białkowej (tabl. 1 i 2).

Natomiast przy małym stężeniu albumin, dla których ten efekt n ie
dobarwienia przy wyższych stężeniach jest najbardziej charakterystycz
ny, można uzyskać popraw ne wartości ilościowe naw et przy stosowa
niu nierozcieńczonej surowicy. Faktem tym można wyjaśnić wyniki 
C a p s a n i e g o  i B e r n a s c o n i e g o  (cyt. wg 41), którzy 
otrzymywali wartości zgodne z elektroforezą klasyczną tylko w p rzy
padkach dużej dysproteinemii.

Oczywiście przy nakładaniu roztworu białkowego na zwilżony pa
sek bibuły zachodzi zawsze rozcieńczanie róztworu białkowego roztwo
rem moderatorowym. Istotne w ilościowej elektroforezie bibułowej 
jest końcowe stężenie białka przypadające na jednostkę powierzchni 
bibuły, czyli tzw. stopień zagęszczenia. Jest on uw arunkow any kilkoma 
czynnikami, które można przyjąć za stałe, jak  np. gatunek bibuły, tem 
peratura, czas elektroforezy, objętość nakładanego roztworu białkowe
go, sposób nakładania i sposób suszenia. Stopień zagęszczenia jest 
oczywiście zależny od stężenia nakładanego roztworu białkowego. 
Z tabl. 2 wynika, że aby zapobiec efektowi niedobarwienia albumin nie 
należy dopuścić do zagęszczenia przekraczającego 0,3 ug albumin na 
1 mm- powierzchni bibuły. W  opisanych wyżej warunkach nakładany 
na bibułę roztwór nie powinien zawierać więcej niż 1,5 — 2%  albumin.

Zakładając, że w normalnych w arunkach 2/3 białka surowicy stano
wią albuminy, przy całkowitej zawartości białka 6 — 8%, należy do ba 
dań elektroforetycznych rozcieńczać surowicę 3 — 4-krotnie. W ówczas 
stężenie albumin będzie wynosić około 1 — l ,5°/o, czyniąc zadość w y 
mienionym wyżej wymaganiom. Najlepiej jest oznaczać w badanej su
rowicy stężenie białka całkowitego i następnie rozcieńczać ją do za
wartości 2%  białka.

H a r d w i c k e  (21) poleca nawet rozcieńczać surowicę do zaw ar
tości 1%- białka, stosując jednakże znacznie większą objętość roztworu.

Stosowanie do rozcieńczenia surowicy zabarwionego roztworu bu 

12‘
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forowego wydaje się nam słuszne tym więcej, że ułatwia ono kontrolę 
przy nakładaniu roztworu na bibułę jak również uwidocznia elektrofo- 
retyczną wędrówkę albumin.

Dla uzyskania jak  najbardziej doskonałego rozdziału frakcji białek 
nie jest obojętny wybór miejsca nakroplenia jak  również czasu liczo
nego od chwili zwilżenia pasków. Powodem tego jest zjawisko „prądu 
wodnego", który może wpływać korzystnie lub niekorzystnie na roz
dział elektroforetyczny (43).

Z rys. 3 wynika, że zjawisko to zachodzi najin tensyw niej zaraz po 
zwilżeniu bibuły, należałoby zatem wybrać późniejszy czas nakładania  
roztworu białkowego. Jednakże po zbyt długim czasie nawilżania (kil
ka godzin) bibuła jest już tak znacznie nasycona cieczą, że jedynie 
z trudem wchłania ona nak rap lany roztwór powodując rozlewanie go 
w plamkę o zbyt dużej powierzchni. Rys. 3 jak  również w ykonane p ró 
by wskazują, że optymalny czas nakładania  roztworu białka wynosi 
w opisanycłf warunkach około 1 godziny licząc od chwili całkowitego 
zwilżenia pasków bibuły.

W ydaje  się nam, że celem uniknięcia smugi, jaką  zostawiają na  b i
bule przesuwające się /-globuliny, najbardizej w skazany jest taki w y 
bór linii startowej, aby po zakończeniu elektroforezy /-globuliny pozo
stały w miejscu nakroplenia. W  opisanej m etodyce w arunek  ten jest 
spełniony, gdy linia s tartowa leży w odległości 3 cm od środka paska 
bibuły w kierunku katody.

Dla celów analizy ilościowej badany roztwór białkowy powinien być 
nakładany na pasek bibuły w postaci wąskiego poprzecznego paska. 
Nakraplanie za pomocą pipety lub pędzelka daje w większości p rzy 
padków nierównomierne ukształtowanie paska.

W edług M a r t i n a  i F r a n g l e n a  (30) nakładanie  badane
go roztworu pędzelkiem może powodować częściową denaturację biał
ka przez zetknięcie się z włosiem. Autorzy ci, stosują wąski skrawek 
bibuły napojony surowicą, który na krótki czas umieszczają w odpo-. 
wiednim miejscu na pasku bibuły. Jednakże sposób powyższy, jak rów 
nież nakładanie przy pomocy krawędzi szkiełka podstawowego nie po
zwala na ściślejsze odmierzenie ilości roztworu białka wprowadzonego 
na pasek bibuły. Stosowanie kapilarnej rurki szklanej do nakładania 
roztworu białkowego na pasek bibuły w ydaje  się stanowić najlepszy 
sposób postępowania. Posiadamy wówczas możność nakładania anali
zowanego roztworu w jednakowej znanej objętości.

Dla poprawnej ilościowej interpretacji rozdzielonych frakcji białko
wych odległość albumin od y-globulin powinna wynosić co najmniej 
kilka centym etrów (D i t t  m e r, 9). Odległość ta jest zależna mię
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dzy innymi od napięcia przyłożonego do końców paska oraz od cżasu 
trwania elektroforezy.

Zbyt wysokie natężenie prądu przepływającego przez paski bibuły 
powoduje za obfite parow anie  cieczy, co jest z kolei powodem zakłóceń 
w rozdziale frakcji. Np. przy natężeniu prądu 0,85 mA na 1 cm szeroko
ści paska otrzymano rozdział białek surowicy na tylko dwie frakcje 
(43). Dla celów praktycznych  poleca S 1 o t t a i in. (43) natężenie 
0,25 mA/cm, a Martin i Franglen (30) podają wartości 0,15 — 0,20 mA/cm.

Natężenie prądu przy stałych warunkach  w ykonyw ania  elektrofo
rezy jest regulowane wielkością napięcia przyłożonego do końców pa
sków bibuły. Zgodnie z większością autorów (9, 19, 30) nie powinno ono 
wynosić więcej niż 150 V czyli około 5 V na 1 cm długości paska (dla 
modyfikacji z komorą wilgotną).

Zbyt niskie napięcia wym agają  długiego czasu rozdziału, co nie 
sprzyja ostrości uzyskanego obrazu ze względu na procesy dyfuzji.

W edług naszych doświadczeń stosowanie stabilizatora napięcia nie 
jest konieczne do uzyskiwania rozdziału elektroforetycznego na bibule, 
gdyż najczęściej nie określamy tu szybkości wędrówki cząsteczek biał
ka w polu elektrycznym, a różnica potencjałów służy jedynie do prze
strzennego rozdzielenia poszczególnych frakcji. Drobne wahania nap ię
cia w pływ ają  w jednakow ym  stopniu na przesuwanie się wszystkich 
składników wędrujących w polu elektrycznym.

Sposób suszenia pasków bibuły posiada bardzo doniosły wpływ na 
zachowanie ostrych granic między poszczególnymi frakcjami białkowy
mi. Przy braku  zachowania odpowiednich ostrożności część środkowa 
pasków wysycha szybciej, co powoduje przesuwanie się buforu z obfi
ciej zwilżonych końców paska ku środkowi. Powoduje to z kolei zbli
żanie się skrajnych rozdzielonych frakcji (albumin i ’'-globulin) ku 
środkowi, zachodzenie frakcji na siebie oraz skrócenie odcinka, na ja 
kim dokonano rozdziału.

Można zapobiec temu niepożądanemu zjawisku przez odcięcie lub 
osuszenie obficie naw ilżonych końców pasków przy pomocy suchej 
bibuły bezpośrednio po w yjęciu ich z komory wilgotnej. Efektem tej 
prostej czynności polecanej również przez M a c k a y a (29) jest 
uzyskanie bardzo dobrego rozdziału albumin od ax-globulin.

Suszenie wilgotnych pasków w wyższej tem peraturze (105°) obniża, 
jak stwierdziliśmy, stopień powtarzalności wyników i z tego powodu 
nie jest godne polecenia.

W arunek  denaturacji barwionego białka jest w dostatecznym stop
niu spełniony w procesie samego barwienia, gdzie czynnikami dena
turującymi jest etanol oraz wysokie stężenie chlorku rtęciowego.
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»Różni badacze stosowali w celu uwidocznienia frakcji białkowych 
rozdzielonych elektroforetycznie na bibule cały szereg barwników, jak 
np. azokarmin B (37, 44), czerń naftalenowa 12B (15), czerń amidowa 
10B (19, 9, 38, 50), błękit bromofenolowy (7, 24, 11, 28, 4), zieleń bro- 
mokrezolowa (16) itp. Istnieją również doniesienia o innych sposobach 
barwienia, jak  np. reakcja  z benzydyną po uprzednim chlorowaniu (39), 
lub też określanie umiejscowienia frakcji przy pomocy promieni u ltra 
fioletowych (27, 12).

W piśmiennictwie istnieją dosyć rozbieżne zdania na temat na jw ięk
szej przydatności jednego ze sposobów barwienia. W  pracy niniejszej 
nie przebadaliśmy przydatności różnych barwników do tego celu w y
chodząc z założenia, że w najbliższym czasie specjalnie podjęte bada
nia powinny wskazać, k tóry  z barwników wykaże optymalne własności 
w tym kierunku. Niemniej wybór nasz padł na  błękit bromofenolowy, 
który w oparciu o dotychczasową krytykę (24, 21) wydaje się na jbar
dziej odpowiedni, szczególnie wówczas, gdy ilościowa interpretacja 
odbywa się przy pom ocy elucji barwnika związanego przez białko. 
Przy stosowaniu azokarminu lub czerni amidowej istnieją pew ne trud
ności w całkowitym odbarwieniu części bibuły wolnej od białka (38, 
9, 10).

Szerokim zagadnieniem o zasadniczym znaczeniu jest proporcjonal
ność ilościowego wiązania barwnika przez poszczególne frakcje białek. 
Prace na ten temat są jeszcze nieliczne, niemniej na ich podstawie moż
na sądzić (15, 19, 2 1 , 16), że z dotychczas stosowanych barwników ża
den nie posiada własności ściśle jednakowego barwienia wszystkich 
frakcji białka.

Jeżeli weźmiemy pod uwagę, że przy wysokich stężeniach białka 
przypadających na jednostkę powierzchni bibuły zachodzą dyspropor
cje między ilością białka a ilością związanego przez nie barwnika, to 
dochodzimy do wniosku, że sprawa ustalenia dla poszczególnych frak
cji białkowych ew entualnych czynników korekcyjnych proponow a
nych przez nielicznych autorów okazuje się bardziej zawiłym proble
mem zależnym od wielu parametrów. Ponadto dotychczas brak jeszcze 
ścisłych danych dotyczących zmian w barwieniu się poszczególnych 
elektroforetycznych frakcji białkowych patologicznie zmienionych.

W  oparciu o materiał doświadczalny stwierdzamy, że nawet dość 
znaczne odchylenia od standartow ych w arunków barwienia nie w yka
zują w pływu na  wyniki ilościowe.

Uzyskany obraz przestrzennie rozdzielonych poszczególnych frakcji 
białkowych (elektroforogram) powinien przedstawiać dobrze zróżnico
wane plamki przy czym nakreślenie linii rozgraniczającej frakcje nie po-
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T a b l i c a  9

Przyczyny błędów rozdziału frakcji  b ia łkowych

Wygląd elektroforogramu M ożliwe przyczyny

Niejednakowe odcinki drogi 
przebyte przez albuminy na 
różnych paskach z jednej serii

; 1. Nieszczelna komora wilgotna
2. N iejednakowy sposób osuszania pa

sków
3. N iejednakow y „kierunek biegu" dla 

pasków w ycinanych z arkusza bibu
ły w kierunkach wzajemnie prosto
padłych

Paski ze środka komory po
siadają dłuższy odcinek roz
działu frakcji aniżeli skrajne

1. Kwaśne i zasadowe produkty wtór
nych reakcji na elektrodach docho
dzą do pasków bibuły

2. Zbyt stary lub niewym ieszany roz
twór buforowy

Frakcje białek na brzegach pa
sków są intensywniej zabar
wione (efekt brzeżny) (31)

1. Nakładano roztwór białka na linii 
startu zbyt blisko brzegów paska

2. Jeden brzeg paska bibuły w  czasie 
rozdziału był zaw ieszony niżej od 
drugiego (nie poziomo)

}>-globuliny oddaliły się znacz
nie od linii sitartowej

1. Nieodpowiednio wybrana linia startu
2. Za wcześnie nałożono roztwór biał

kowy
3. N ie wyrównano poziomów roztworów  

buforowych w wanienkach

Albuminy słabo rozdzielone od 
ai-globulin

1. N ieodpowiednia linia startu
2. N ieodpowiednie suszenie pasków po 

elektroforezie

Zakrzywione powierzchnie roz
dzielonych frakcji

1. Nakładano roztwór białka zbyt blisko  
brzegów paska

2. Zbyt w cześnie po nawilżeniu pasków  
bibuły nakładano białko

Nieostry, rozmazany obraz 
frakcji

1. N ieodpowiedni bufor lub bibuła
2. Zbyt w ysokie natężenie prądu
3. Zbyt długi czas rozdziału
4. Spadanie kropel wody z górnej płyty  

komory wilgotnej
5. Nakładano surowicę zbyt późno po 

zwilżeniu pasków bibuły
6. Zmieniony roztwór białka pod w pły

wem nieodpowiedniego przechow y
wania w temp., enzymów itp.

7. Niektóre patologiczne surowice
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c. d. tablicy 9
1

Wygląd elektroforogramu M ożliw e przyczyny

Brak rozdziału /?- i ?'-globulin 1 1. Obecność fibrygenu
2. Zbyt długi czas między wyłączeniem  

prądu a w yjęciem  pasków
3. Niektóre patologiczne surowice

Zbyt intensywna barwna sm u
ga między frakcjami (ang. 

j  ,,trailing")

1. N ieodpow iedni gatunek bibuły
2. Zbyt niskie stężenie jonowe buforu

winno nasuwać wątpliwości. Odchylenia od tego obrazu świadczą o w y
stępowaniu zakłóceń. Stwierdziliśmy, że przyczynę ich często można 
określić z wyglądu elektroforogramu. W  tym celu w tablicy 9 zesta
wiono najczęściej spotykane nieprawidłowości rozdziału frakcji białko
wych oraz przytoczono ich przyczyny.

I l o ś c i o w a  i n t e r p r e t a c j a  e l e k t r o f o r o g r a m ó w  
n a b i b u l e .  Ilościowe oznaczanie zabarwionych frakcji białkowych 
rozdzielonych elektroforetycznie na bibule, stanowiące drugi etap tego 
badania, opiera się na oznaczeniu ilości barwnika związanego z biał
kiem. W  praktyce znajdują szersze zastosowanie dwie metody: p ierw 
sza polega na elucji barw nika związanego z białkiem i następnym  po
miarze jego stężenia, druga opiera się na bezpośrednim fotometrowaniu 
elektroforogramów na bibule.

Obie met%dy jŁwrtnły w praktyce opracowane w szeregu modyfika
cji i tak elucja barw nika może się odbywać według C r  e m e r a 
i T i s e 1 i u s a  (7) z dużej ilości wąskich skrawTków zabarwionej 
bibuły odcinanych poprzecznie do kierunku wędrówki frakcji lub też 
z kilku frakcji uwidocznionych przez rozdział (15, 11,-29, 21; 9).

Pierwsza z tych modyfikacji d a je  możność wykreślenia krzywej 
elektroforetycznej charakterystycznej dla metody klasycznej T i s e- 
1 i u s a, jednakże sposób ten  jest uciążliwy i budzi zastrzeżenia n a 
tury teoretycznej (28).

Metoda elucji barw nika związanego z całymi rozdzielonymi frak
cjami białka w celu oznaczenia ich względnego stężenia wydaje się 
stanowić metodę podstaw ową i właściwą (O i t t m e r 9). Przy sto
sowaniu tego sposobu rezygnujem y z otrzymania krzywej elektrofore
tycznej uzyskując bezpośrednio procentową zawartość poszczególnych 
frakcji białkowych.

Niezależnie od sposobu ilościowej oceny elektroforogramu warun
kiem przystąpienia do niej jest uzyskanie dobrego przestrzennego roz
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działu frakcji b ia łkow ych  na bibule. Rozpatrując dalsze warunki, jakie 
powinny być spełnione przy stosowaniu m etody elucji barw nika z po
szczególnych frakcji  elektroforetycznych, na leży  wymienić:

1) jed n ak o w y  stopień wiązania barw nika  przez wszystkie frakcje 
białkowe,

2) prostą proporcjonalność między ilością danej frakcji a ilością 
związanego przez nią barwnika,

3) ilościową desorpcję  barwnika,
4) prostą proporcjonalność między mierzoną ekstynkcją  eluatu 

a stężeniem barw nika.
Niektóre z pow yższych  założeń są spełnione tylko w ograniczonym 

stopniu lub w ściśle określonych warunkach.
Stwierdziliśmy (tabl. 3), że różnica wiązania błękitu bromofenolo- 

wego przez a lbum iny i /-globuliny jest nieduża: /-globuliny wiążą oko
ło 5°/a mniej tego  barw nika niż albuminy w tych samych warunkach. 
Zbliżone są w ynik i innych autorów (21, 29).

Sprawą nie mmiej zasadniczej wagi jest  stopień proporcjonalności 
między ilością danej frakcji a ilością związanego barwnika. Zależność 
ta jest uwarunko>wana stopniem zagęszczenia białka na bibule (tabl. 2). 
Jeżeli na 1 m m 2 powierzchni bibuły przypada więcej jak  0,3 M-g białka 
w warunkach opisanych w części doświadczalnej, to ilość barwnika 
związanego przez białko jest mniejsza: na  skutek zbyt wielkiego stop
nia zagęszczenia ma miejsce efekt niedobarwienia. Na fakt ten pierw
szy zwrócił uw agę  Hardwicke (21).

Z danych liczbowych zestawionych w tablicy 1 i 2 należy  wyciąg
nąć wniosek, że nak ładan ie  na małej powierzchni linii startowej na pa
sek bibuły roztw oru  zawierającego ponad 1,5 — 2%  albumin prowadzi 
do uzyskania zby t dużego zagęszczenia tej frakcji na bibule, co jest n a 
stępnie powodem związania przez nią zbyt małej ilości barwnika.

Dowodem ilościowej desorpcji barw nika przez roztwór węglanu so
dowego w 50%' m etano lu  jest wygląd skraw ków  bibuły po elucji: nie 
dostrzegamy na n ich  śladów zabarwionego białka. Podobnie stosowana 
przez nas bibuła nie adsorbuje błękitu bromofenolowego w roztworze 
służącym do elucji.

Ograniczony zakres, w jakim stosuje się do roztworu błękitu bro
mofenolowego p raw o  Beer'a (rys. 5) nakazuje  również dobierać odpo
wiednio niskie s tężenie roztworu białka względnie stosować do elucji 
większą objętość roztworu.

W yniki zaw arte  w tablicy 4 świadczą, że zastosowanie zwykłego 
kolorymetru do pom iarów  względnych stężeń w yeluowanego barwni-

13 P o s tę p y  B io c h e m ii
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ka daje zadowalające wyniki w porównaniu z pomiarem fotometrycz
nym. Możliwość ta udostępnia  zastosowanie ilościowej elektroforezy 
bibułowej b iałek wielu pracowniom nie posiadającym  fotometru.

Powtarzalność w yników  jest zadowalająca dla obfitszych ilościowo 
frakcji białkowych (tabl. 5>: dla albumin i }'-globulin wynosi ona około 
3%. Natomiast dla mniejszych ilościowo frakcji dochodzi ona do 12°/o.

Dokładność m etody sprawdzona dla jednej frakcji przez dodanie 
znanej ilości albuminy do zanalizowanej surow icy (tabl. 6) okazała się 
zadow alająca (l,7°/o).

Przechodząc do omówienia badań m ających  na celu porównanie 
stosowanej m etody elucji z innymi sposobami ilościowej oceny elek- 
troforogramów należy podkreślić dużą rozbieżność wyników ilościo
wych (rys. 6 i tabl. 7).

Krzywe absorpcji światła uzyskane przez fotometrowanie elektro- 
forogramów bezpośrednio lub też po kąpieli w  mieszaninie parafiny
i a-bromonaftalenu w ykazują  za małe wartości dla albumin. Potwier
dzają to również inni autorzy (8, 21, 20, 29, 30). Jedną  z przyczyn tego 
faktu jest to, że zarejestrow ane wartości krzywej absorpcji światła nie 
są wprost proporcjonalne do ilości barw nika na  bibule, szczególnie 
przy większych jego stężeniach. Przy założeniu stosowalności praw a 
Beer‘a należałoby rejestrow ać nie krzyw e przezroczystości (absorpcji 
światła), a odpowiednie ikrzywe ekstynkcji. Przy automatycznym zapi
sie ilości światła przepuszczonego przez pasek  bibuły powinno w ów 
czas być wbudowane między fotoogniwo a galwanometr urządzenie 
logarytm ujące prąd fotoelektryczny względnie też odpowiednia krzy
wa powinna być kreślona na papierze wygiętym  w płaszczyźnie loga
rytmicznej ( H a n s o n  i W e n z e l ,  20).

Opisane w piśmiennictwie niektóre z autom atycznych urządzeń (32, 
25, 26) nie uwzględniające tych zastrzeżeń mogą z tego powodu dawać 
popraw ne wyniki ilościowe tylko w pewnym  wąskim zakresie stężenia 
białka na bibule.

Porównanie w ykresów  6 b i 6 c wykazuje duże znaczenie kąpieli 
b ibuły w mieszaninie parafiny i a-bromonaftalenu, na co zwracają rów
nież uwagę P e n  z o 1 d i K o f  e s  (35).

Należy podkreślić, że zapisywanie wartości ekstynkcji przy fotome- 
trow aniu  elektroforogramów zapoczątkowane przez G r a s s m a n n a
i H a n n i g a (19) i innych  autorów (13, 12) mimo iż bardziej teore
tycznie uzasadnione, daje również za niskie wartości dla albumin 
(tabl. 7). Jest to spowodoiwane znacznymi odchyleniami od praw a Beera, 
jak ie  m ają  miejsce przy bezpośrednim fotometrycznym oznaczaniu
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barw nika  na bibule, co wykazali C r o o k  i inni (8) oraz D i t t m e r 
(9). Przeciwne wyniki otrzymali natom iast G r a s s m a n n  i H a n -  
n i g (19) oraz początkowo W e n z e l  i H a n s o n  (45) (por. 20).

Porównując w tablicy 7 zawartości frakcji białkowych dla 3 surowic 
ludzi zdrowych uzyskane przy pom ocy elektroforezy swobodnej oraz 
bibułowej z zastosowaniem oznaczenia barw nika na  drodze elucji n a 
leży stwierdzić również brak ścisłej zgodności. Przy zastosowaniu opi
sanej metody elektroforezy bibułowej uzyskuje się o kilka procent 
wyższe wartości dla albumin. W artości uzyskane dla ax-, a2- i ^-globu
lin są prawie dwukrotnie niższe, natomiast poziom ^/-globulin jest blisko 
dw ukrotnie  wyższy. Niższy poziom ^-globulin, a również a-globulin, 
uzyskany przy pomocy elektroforezy bibułowej daje się wyjaśnić 
w oparciu o dużą zawartość lipidów w tych frakcjach, które elektrofo
reza swobodna zapisuje jako białka (34, 29, 21, 30).

Naszym zdaniem główną zaletą m etody elucji w porównaniu  z fo- 
tometrowaniem elektroforogramów stanowi jej dokładność a ponadto 
szybkość i prostota wykonania. Z drugiej strony za pew ną zaletę me
tody opierającej się na  fotometrowaniu elektroforogramów można uw a
żać uzyskiwanie jako dokumentu krzywej elektroforetycznej bez nisz
czenia pasków bibuły. W ydaje  się nam jednak, że o ile przy elektrofo
rezie klasycznej o trzym ywana krzywa elektroforetyczna stanowi ko
nieczny etap analizy umożliwiający obliczenie ilościowe, to wysiłki 
zmierzające do uzyskania analogicznej krzywej z elektroforogramów 
bibułowych często komplikują to zagadnienie przez stosowanie okręż
nej pośredniej drogi fotometrowania pasków. W ielkość błędów m eto
dycznych w samym zapisie krzywej elektroforetycznej (8, 9) oraz pew 
na dowolność w ilościowej interpretacji uzyskanej krzywej (23) w y 
dają się stawiać tę metodę na drugim planie.

Podobnie metoda polegająca na  rejestracji światła odbitego od pa 
ska bibuły (40) jak  również analiza re tency jna  zaproponowana przez 
W i e l a n d a  i W i r t h a  (49) nie przedstaw iają  z zasadniczych 
względów możliwości osiągnięcia większej dokładności.

Normalna zawartość frakcji białkowych w surowicy zdrowych ludzi 
oznaczona przy pomocy stosowanej m etodyki n ie  różni się znacznie od 
wartości przytaczanych przez n iektórych au to rów  dla m etody elektro
forezy bibułowej (19, 9) jak  i klasycznej (2, 46).

Serdecznie dziękuję prof. dr Z. S t o l z m a n n o w i  za wskazanie 
potrzeby opracowania tego tematu, doc. dr K. Z a k r z e w s k i e m u  
z Instytutu Hematologii w W arszawie za użyczenie prepara tów  albumin
i y-globulin, jak  również dr K. W ó j c i c k i e m u  za w ykonanie  fo
tografii ilustrujących niniejszą pracę.
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Streszczenie

Zbadano warunki określające uzyskiwanie dobrego rozdziału frak
cji i powtarzalnych wyników przy ilościowej elektroforezie bibułowej 
białek surowicy krwi ze szczególnym uwzględnieniem źródeł możliwych 
błędów.

Opisano warunki jakim powinna odpowiadać konstrukcja  komory 
wilgotnej, roztwór buforowy, gatunek  bibuły i sposób jej zwilżania, 
stężenie badanego roztworu białkowego. Podkreślono znaczenie w ybo
ru linii startowej, sposobu nakładania  roztworu białkowego, napięcia
i czasu elektroforezy jak  również sposobu suszenia i barwienia pasków 
bibuły.

Stwierdzono, że przy zbyt dużym zagęszczeniu albumin przypada
jącym  na jednostkę powierzchni bibuły (w opisanych w arunkach  po
wyżej 0,3 M-g/mm2) frakcja ta wiąże zbyt mało błękitu bromofenolowe- 
go. W ykazano możliwość wykonyw ania  pomiarów względnych stężeń 
wyeluowanego barwnika przy pomocy zwykłego kolorymetru.

Stwierdzono, że sposób ilościowej interpretacji elektroforogramów 
oparty na elucji barw nika z poszczególnych frakcji pozwala na uzyska
nie poprawniejszych wyników aniżeli wartości obliczone z krzywych 
elektroforetycznych otrzym anych na drodze fotometrowania zabarwio
nych  pasków bibuły.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  

TOM  II 1956 Z ESZY T  1

KOMITET BIOCHEM ICZNY W YDZIAŁU II PA N  

SPRAWOZDANIE Z DZIAŁALNOŚCI ZA ROK 1955

1. D A N E  O GÓLNE

K om itet B iochem iczny odbył w  roku spraw ozdaw czym  6 zebrań plenarnych  
w  dniach: 27.1, 12.III, 17.V, 24.VI, 23.IX  i 29.XI. Ponadto w  roku spraw ozdaw czym  
odbyło się w  dn. 11 i 12 m arca sym pozjum  VI o kw asach nukleinow ych  i nu kleo- 
proteidach. C harakter sym pozjum  m iała rów nież odbyta w  dniach 28. i 29.XI kon
ferencja  spraw ozdaw cza z III M iędzynarodow ego K ongresu B iochem ików  w  Brukseli. 
W roku spraw ozdaw czym  rów nież odbyła się w  dn. 18.V. 1955 r. II sesja spraw oz
daw cza K om itetu  B iochem icznego P A N  z prac dotow anych w  roku 1954.

2. P L A N O W A N IE  I O R G A N IZ A C JA  B A D A N  N A U K O W Y C H

2.1. W roku spraw ozdaw czym  K om itet po dokładnej dyskusji i w  oparciu o w y 
nik i p ierw szej sesji spraw ozdawczej zaakceptow ał dotow anie 24 tem atów  w ykony
w anych  w  10 ośrodkach badaw czych poza ośrodkam i należącym i do Polskiej A ka
dem ii N auk. Ogólną sum ę dotacji w ynoszącą 245.400 zł podzielono pom iędzy 6 pro
blem ów  szczególn ie w ażnych tj.: B iałka b iologicznie czynne (100.800 zł), F izjolo
giczne i b iochem iczne praw idłow ości rozw oju m ikroorganizm ów , ich eksperym en
talna zm ienność i selekcja (53.500 zł), B iologia now otw orów  (20.000 zł), B iologia  
w irusów  i choroby w irusow e (20.000 zł), N aukow e podstaw y żyw ienia zbiorow ego  
(12.000 zł), A ntyb iotyk i (3.500 zł). P ozostałą sum ę 35.600 zł przeznaczono na doto
w an ie takich  prac, które już to ze w zględu  na sw e znaczenie m etodyczne, już to 
ze w zględ u  na kształcenie m łodych kadr zasługiw ały  na dotow anie.

II sesja spraw ozdaw cza, zdaniem  K om itetu trafna i bardzo przydatna form a 
spraw ozdaw czości z prac dotow anych, m ająca charakter roboczej dyskusji labora
toryjnej pozw oliła  K om itetow i zorientow ać się  w  całokształcie prow adzonych ba
dań i osiągn iętych  w ynikach.

A oto k ierunki badań poszczególnych ośrodków:
1. Ośrodek k ierow any przez prof. dr T. B a r a n o w s k i e g o  w e W rocław iu  

złożył spraw ozdanie z następujących 4 prac:
a) W pływ  jednorazow ej daw ki hydrolizatu  ACTH u zdrow ego człow ieka na  

aktyw ność cholinesterazy, pseudocholinesterazy, anhydrazy w ęglanow ej oraz g lu ta- 
tionu w e krw i. — Pracę tę referow ała  lek. Barbara K ow al.

b) B adania w p ływ u  ACTH na poziom  potasu w  osoczu ludzkim . — Pracę tę re 
ferow ała  m gr E. Rom anowska.

c) W pływ  hydrolizatu  ACTH na poziom  azotu am inokw asow ego i fosfatazy a lka
licznej w e  krw i ludzi. — Pracę referow ał dr St. Karpiak.

d) W pływ  hydrolizatu ACTH na poziom  białek, cholesterolu  i  eozynofilów  w e  
krw i u ludzi. — P racę referow ała doc. dr W. M ejbaum -K atzenellenbogen.
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2. Ośrodek k ierow any przez prof. dr J. O p i e ń s k  ą-B  1 a u t h (Zakład Chem ii 
Fizjologicznej AM w  Lublinie) złożył spraw ozdania z następujących 4 prac:

a) Badania nad przem ianą am inokw asow ą u prątków  kw asoodpornych. — Pracę  
le ferow ała  Olga Sakław ska-Szym onow a.

b) Próby izolow ania transam inazy asparginow o-glutam inow ej i u Mycobacteriurn  
phlei. — P racę referow ał Z. Gąsior.

c) Badania nad m echanizm em  pow staw ania estrów  heksozofosforow ych u M yco-  
bacteriów.  — R eferow ał d rM. Szymona.

d) C hrom atografia ilościow a zw iązków  redukujących. — R eferow ała I. M adecka- 
Borkowska.

3. Ośrodek k ierow any przez prof. dr B. S k a r ż y ń s k i e g o  (Zakład Chem ii 
Fizjologicznej AM w  K rakow ie) przedstaw ił d w ie prace:

a) P ołączenia w itam inu  B 12 z białkam i. — R eferow ał dr W. Ostrowski.
b) Zm iany w  obrębie kw asów  nukleinow ych w  okresie kancerogenezy. — R efe

rowała mgr M. Weber.
4. Ośrodek k ierow any przez prof. dr W. M o z o ł o w s k i e g o  (Zakład Chem ii 

Fizjologicznej AM w  Gdańsku) przedstaw ił dw ie prace:
a) Obraz odw racalnej hem olizy w  m ikroskopie fazow o-kontrastow ym . — R efe 

row ał w  im ieniu prof. dr St. H illera i sw oim  lek. A. M anitius.
b) O odw racalnej hem olizie. — R eferow ał lek. A. M anitius.
5. Ośrodek k ierow any przez kand. nauk inż. E. B o r o w s k i e g o  (Oddział 

Biochem ii Inst. M edycyny M orskiej i Tropikalnej w  Gdańsku) przedstawił: Izolo
w anie i w łasności czystej cereiny B 2 — antybiotyku szczepu B. Cereus.

6. Ośrodek k ierow any przez prof. dr R u f i n ę  L u d w i c z a k  (Zakład Chem ii 
Organicznej AM w  Poznaniu) przedstaw ił pracę: W pływ  niektórych surow ców  
roślinnych na m ięsaka Crockera u myszy.

7. Ośrodek k ierow any przez doc. dr S. D u d ę  przedstaw ił pracę z Zakładu M i
krobiologii Rolnej WSR w  Poznaniu: Badania nad w ytw arzaniem  w itam iny B n  
przez bakterie rozdz. Rhizobium.  — Pracę referow ał w  im ieniu  K. Zodrowa i w łas
nym  doc. Duda.

8. Ośrodek k ierow any przez prof. dr J. l / r b a ń s k i e g o  (Zakład Zoologii 
Ogólnej U P w  Poznaniu) przedstaw ił plan prac Pracow ni F izjologii Porów naw czej 
kierow anej przez dr J. M ichejdę. Problem atyka poruszania dotyczyła gospodarki 
energetycznej zw ierząt bezkręgow ych a szczególnie skupiała się nad enzym am i o d 
dechow ym i ślim aków .

9. Ośrodek k ierow any przez doc. dr D. S h u g a r a  (Zakład B iochem ii PZH, 
Pracow nia B iochem ii Fizycznej) przedstaw ił prace:

a) W pływ  środow iska na aktyw ność rybonukleinazy, przedstaw ił doc. dr 
D. Shugar.

b) B adania nad strukturą pochodnych kw asu orotow ego — przedstaw ił doc. dr 
D. Shugar.

c) Badania nad strukturą pochodnych ksantyny — przedstaw ił doc. dr 
D. Shugar.

d) Struktura m orfologiczna bakterii term ofilnych — zreferow ała m gr A ksena  
Jarm olińska.

10. Ośrodek k ierow any przez doc. dr J. M e d u s k i e g o  (Zakład B iochem ii 
PZH, Pracow nia Przem iany Pośredniej) przedstaw ił następujące prace:

a) Zm iany lipoproteinów  pdo w pływ em  fostolipazy C. I. Preparatyka enzym u, 
substratów  i fosfocholiny  produktu rozkładu substratu przez enzym  — referow ał 
mgr A. J. Zbrożyna.
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b) II W pływ  m olibdenianu na hydrolizę fosfocholiny. — R eferow ała lek. A. Za
krzew ska.

c) III M etoda m anom etryczna oznaczania fosfolipazy C w  środow isku w odnym  — 
referow ał doc. dr J. M eduski.

d) M etabolizm  jaja kurzego zakażonego R icke t ts ia  Prov. I. Czynności proteoli
tyczne w oreczka żółtkow ego zarodka kurzego — referow ała dr A. Linde.

e) M etabolizm  P enicill ium  chrysogenum .  O n ieznanej frakcji w ielocukrow cow ej 
grzybni. — R eferow ała O. Klahr.

11. Ośrodek kierow any przez prof. dr Br. F i l i p o w i c z a  (Zakład Chem ii 
Fizjologicznej AM w  Łodzi) przedstaw ił prace:

a) Z awartość kw asów  rybo- i dezoksyrybonukleinow ych w  w ęzłach chłonnych. 
R eferow ał m gr J. W iśniew ski.

12. Ośrodek k ierow any przez prof. dr A. D m o c h o w s k i e g o  (Zakład B io
chem ii UŁ w  Łodzi) przedstaw ił następujące trzy prace:

a) N ukleoproteiny łusek łuszczycy.
b) Zakażenie doodbytnicze zw ierząt dośw iadczalnych krw ią chorych na gościec  

pierw otnie przew lekły.
c) Badania histopatologiczne tkanek  zw ierząt zakażonych krw ią chorych na 

gościec pierw otnie przew lekły. W szystkie prace referow ała lek. L. K łyszejko.
Prace referow ane przez ośrodek w rocław ski b y ły  badaniam i typu biochem iczno- 

-farm akodynam icznego. Ten k ierunek badań ma znaczenie jako n iezbędne uzupeł
n ien ie prac fizjologiczno-farm akodynam icznych. Jedne i drugie są w arunkiem  n ie
zbędnym  postępu terapii. O środek krakow ski, gdański i łódzki w iążą się tem a
tycznie z potrzebam i kliniki. P ołączenia w itam inu B 12 z białkam i badane w  K ra
kow ie stanow ią najpraw dopodobniej ow ą „fizjologiczną postać'* działania tego w ita 
minu, a zagadnienia now otw orzenia to jeden z odcinków  trudnego frontu k lin icz
nego, gdzie w spółpraca biochem ika otw iera najw iększe perspektyw y.

Praca z ośrodka łódzkiego w ykonana przy użyciu m etody zakażania doodbytni
czego zw ierząt dośw iadczalnych jest przykładem  — m etodycznie biorąc — użycia  
oryginalnego sposobu Zakładu B iochem ii UŁ zakażania zw ierząt przez stosow anie  
w lew ek  doodbytniczych zaw ierających  m ateriał w irusow y. M etoda ta może p rzy
czynić się do poznania etio logii w ie lu  jeszcze do dnia dzisiejszego n ieznanych cho
rób i jest godna uw agi. Badania P racw oni B iochem ii F izycznej PZH nad pochdony- 
mi kw asów  nukleinow ych są cennym  w kładem  do poznania biochem ii tych zw iąz
ków, a badania nad bakteriam i term ofilnym i m ają prócz znaczenia teoretycznego  
pow ażny aspekt praktyczny.

Pracow nia Przem iany Pośredniej PZH w ykonuje zaplanow ane na szerszą skalę  
badania nad fosfolipazą C, czy li tzw. toksyną alfa  C lostr id ium  perfringens Welchii ,  
czynnikiem  g łów nie odpow iedzialnym  za w ytw orzen ie zespołu objaw ów  klinicznych  
objętych nazw ą zgorzeli gazow ej. Badania te zm ierzają w  trzech kierunkach: b io
chem ii tkanki zakażonej, b iochem ii drobnoustrojów  w ytw arzających toksynę, 
a w reszcie w  teoretycznie interesującym  kierunku użycia fosfolipazy C jako narzę
dzia w  studiach przem iany fosfo lip idów  w  ogóle. P racow nia ta ponadto w ykryła  dwa  
interesujące fakty  z zakresu przem iany Penicill ium chrysogenum:  po w ykryciu  pe- 
roksydazy tej gzrybni stw ierdziła  w  nim  obecność nieznanej biologicznie czynnej 
frakcji w ielocukrow cow ej.

Z m ikrobiologicznego punktu w idzenia interesującym i odkryciam i są prace Za
kładu M ikrobiologii Rolnej WSR w  Poznaniu nad w ytw arzaniem  w itam inu  B 12 
przez bakterie rodzaju R hizobium , oraz badania ośrodka lubelskiego nad prze
m ianą am inokw asow ą prątków  kw asoodpom ych. Ośrodek lu belsk i kontynuow ał
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ponadto studia nad m echanizm em  pow staw ania estrów  h eksozo-fosforow ych  u prąt
ków  kw asoodpom ych.

2.2. W om ów ieniu realizacji p lanu badań na r. 1955 i trudności z tym  zw iąza
nych  należy szerzej om ów ić spraw ę m etodyki izotopow ej w  biochem ii, a n aw et 
szerzej: w  naukach przyrodniczych w  Polsce, poniew aż niem ożność posługiw ania  
się tą m etodyką m iała  n iew ątp liw ie  ujem ny w p ływ  na kierunek i postęp w yk on y
w anych  prac. W piśm ie sw ym  z dn. 23 w rześnia 1955 r. K om itet B iochem iczny w y 
raził gotow ość podjęcia odpow iedzialności za organizację badań izotopow ych w  za
kresie nauk przyrodniczych w  ram ach W ydziału II PAN . Sytuacja w  chw ili reda
gow ania tego w niosku  oznaczała się zupełnym  brakiem  przeszkolonych kadr i ca ł
kow itym  brakiem  w yposażenia  technicznego z jednej strony, a z drugiej takim  po
ziom em  badań w  niektórych dyscyplinach nauk przyrodniczych, a zw łaszcza w  b io 
chem ii, który już w  ch w ili obecnej ca łkow icie um ożliw ia w prow adzenie m etody  
izotopowej do tem atyk i bieżących prac. Po przyjęciu  przez W ydział II propozycji 
K om itetu B iochem icznego, K om itet pom ógł w  organizacji na teren ie Zakładu B io 
chem ii P.Z.H. kursu w prow adzającego w  technikę laboratoryjną prac z izotopami, 
a obecnie przygotow uje w yd an ie m ateriałów  tego kursu w  form ie zeszytu m etody
cznego. Na w niosek  K om itetu, Sekretariat N aukow y W ydziału II w ystąp ił na S e 
kretariacie Prezydium  P A N  o szersze szkolenie naszych  kadr w  zakresie m etodyki 
izotopow ej, a m ianow icie o w ysłan ie  ok. 30 osób na różne okresy czasu do różnych  
krajów  dla przeszkolenia. W p lan ie  kształcenia zdecydow ano uw zględnić przede 
w szystk im  następujące kierunki badaw cze: m etabolizm  ogólny, chem ia kliniczna  
(w  tym  w eterynaryjna), fotosynteza, fizjologia roślin  i chem ią  rolna, fizjologia
i żyw ien ie  zw ierząt, m etabolizm  drobnoustrojów, w irusologia. N ależy tu jednak  
stwierdzić, że postęp starań w  zakresie zdobycia odpow iedniej aparatury nie idzie 
w  parze z całokształtem  prac organizacyjnych zm ierzających do w drożenia m etodyki 
izotopowej.

2.3. Z agadnienie to w iąże się ściśle  ze spraw ą ogólną aparatury. Rozwój badań  
biochem icznych w  najbliższym  pięcioleciu  m usi liczyć się z dw iem a zasadniczym i 
trudnościam i, jakie już w  chw ili obecnej pow ażnie ograniczają m ożliw ości badaw cze 
tj. z n iedostateczną ilością kadr specjalistycznych i z zupełnym  (w yjąw szy W rocław) 
brakiem  now oczesnego w yposażenia w  przyrządy badaw cze. Spraw y kadrow e om ó
w ione zostaną w  specjalnym  punkcie nin iejszego spraw ozdania. O dnośnie apara
tury należy sw tierdzić, że już n ie raz w ysu w ano na zebraniach K om itetu koniecz
ność uspraw nienia działalności K om isji A paraturow ej oraz ew entualność pow oła
nia pełnom ocnika do spraw  aparatury W ydziału II, który pozostaw ałby w  bez
pośrednim  kontakcie z zainteresow anym i K om itetam i i p laców kam i PA N  a którego  
działalność byłaby podstaw ą do stw orzenia puli aparaturow ej W ydziału II. Z puli 
tej m ogłyby korzystać n ie tylko zakłady PAN , a lé  i p laców ki dotow ane dla w yk o
nania szczególnie w ażnych  zadań.

2.4. Podstaw ow ym  zadaniem  w ysun iętym  przez K om itet B iochem iczny na n aj
bliższe 5-lecie, jest w yszkolen ie  pracow ników , którzy później stanow ić będą kadrę 
biochem iczną zakładów  biochem ii stosow anej przew idyw anych  w  niem al w szy st
kich p lanow anych przez PA N  instytutach  b iologicznych oraz przyrodniczych in sty 
tutach resortow ych. Brak jest u nas w  tej ch w ili b iochem ików  dla zaspokojenia  
potrzeb służby zdrowia, rolnictw a, hodow li, przem ysłu  spożyw czego, farm aceutycz
nego, zakładów  Min. Szkół W yższych, gdyż b iochem ia n ie  zajm uje dotychczas na
leżnego jej m iejsca w  kształceniu  przyrodników  w  szerokim  zrozum ieniu tego słowa. 
R acjonalnym  rozw iązaniem  w stępnym  istn iejących  trudności jest stw orzenie stu 
dium  biochem icznego w  szkole w yższej. K om itet B iochem iczny jako w stęp  do zor-
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ganizow ania studium  zapronow ał, co zostało zaakceptow ane i ustanow ione zarządze
niem  PKPG, uznanie biochem ii za oddzielny zaw ód w  kierunku biologicznym .

11.V. 1955 r. odbyło się w  zw iązku z tym  zebranie prezydium  K om itetu B ioche
m icznego z przedstaw icielam i zainteresow anych resortów  i K om itetów  PAN. Na ze
braniu tym  a także na odbytej później konferencji odpow iedniego zespołu Rady 
G łównej MSW ustalono ram ow y program  studiów  biochem icznych. P rojekt ten zo
stał przyjęty w  dn. 18.VI.55 r. i przew idyw ał lata p ierw zsy i drugi tsudiów  —  
w spólne dla specjalizacji b iochem ii i m ikrobiologii. Na roku trzecim  biochem ia  
m iałaby program  odm ienny, na roku 4-tym  rów nież odm ienny, a rok 5 -ty  przew i
dyw ałby szereg przedm iotów  specjalnych do w yboru i pracow nię specjalną. Studia  
kończyły się pracą i egzam inem  m agisterskim . Spraw a studium  biochem icznego jest 
w  chw ili obecnej rozpatryw ana w  MSW.

3. D Z IA Ł A L N O ŚĆ  W Y D A W N IC Z A

D ziałalność w ydaw nicza K om itetu opiera się na 2 kw artalnikach: „Acta B iochi- 
m ica P olon ica“ i „Postępy B iochem ii“. „Acta B iochim ica P olonica“ są pierw szym  
i jedynym  w  historii nauki polskiej czasopism em  drukującym  w yłączn ie ekspery
m entalne prace biochem iczne. „A cta“ um ożliw iają szybką publikację dorobku p ol
skich laboratoriów . D ow odem  potrzeby takiego czasopism a jest ilość prenum era
torów  (418) o w ie le  w iększa od ilości prenum erat innych czasopism  naukow ych tego 
typu w ydaw anych przez PAN. W ym iana zagraniczna „A cta“ (ponad 300 egzempl.) 
dowodzi uznania z jakim  spotkało się  pism o w  św iatow ych  kołach biochem ików .

Jedną z bardzo w ażnych form  szkolenia kadr m łodych biochem ików  są „Postępy  
B iochem ii“ publikujące m ateriały zjazdów  biochem icznych i prace przeglądow e  
z obszernym  udokum entow aniem , źródłow ą literaturą na tem at podstaw ow ych za
gadnień teoretycznych i praktycznych. „Postępy B iochem ii“ um ożliw iają w  n aj
szybszym  czasie zapoznanie się z podstaw ow ym i osiągnięciam i biochem ii studentom  
i asystentom  A kadem ii M edycznych, W yższych Szkół R olniczych, odpow iednich w y 
działów  U niw ersytetów  i Politechnik , pracow nikom  sanitariatu, pracow nikom  pro
dukcji i kontroli produkcji przem ysłu rolnego, spożyw czego, farm aceutycznego i pra
cow nikom  naukow ym  zbliżonych gałęzi nauk przyrodniczych. Ilość prenum erato
rów  tego m łodego, bo ukazującego się jako kw artaln ik  p ierw szy rok, czasopism a w y 
nosi jedynie w  ramach Ośrodka R ozpow szechniania Wyd. Nauk. PA N  — 121 osób, 
nie licząc prenum eraty przez „Ruch“. Spraw a utrzym ania „Postępów  B iochem ii“ 
jako kw artaln ika K om itetu jest żyw otnym  interesem  biochem ików  polskich.

Prócz sw ych w ydaw nictw  K om itet prow adzi akcję opiniującą i redaguje w y 
daw nictw a biochem iczne (poprzez sw ych przedstaw icieli) dla PWN, PZWL czy PWRiL.

4. Z JA Z D Y  I K O N F E R E N C JE

4.1. Odbyte w  roku spraw ozdaw czym  VI Sym pozjum  o kw asach nukleinow ych  
i nukleoproteidach w  Łodzi i zorganizow ane siłam i m iejscow ego środow iska b ioche
m icznego (prof. A. D m o c h o w s k i  i prof. B r . F i l i p o w i c z )  zarówno bo
gactw em  program u jak  i liczebnością uczestn ików  (400 osób) przew yższało po
przednie.

Tem atyka obrad obejm ow ała 5 grup zagadnień:
1. H istoria kw asów  nukleinow ych  w  uw zględnien iem  dorobku biochem ii p o l

skiej w  tej dziedzinie. — R eferow ał p r o f .  B.  S k a r ż y ń s k i .
2 B iochem ia statyczna kw asów  n ukleinow ych  i nukleoproteidów . Ta grupa za

gadnień uw zględniała budow ę kw asów  nukleinow ych  ( p r o f .  Br .  F i l i p o w i c z ) ,

13*
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przestrzenną budow ę ich cząsteczek (dr W L e y k o ) ,  w reszcie budow ę nukleopro
teidów  (mgr H. P a n u s z i m gr W. D r a b i k o w  s k i).

3. B iochem ia dynam iczna problem u i spraw y lokalizacji to trzecia grupa zagad
nień. Mgr B. R o d k i e w i c z ,  mgr  A.  P r z e ł ę c k a  i lek. H. P o z n a ń s k a  
przedstaw ili zagadnienie k w asów  nukleinow ych  w  kom órce. Doc. dr J. M e d u s k i 
m ów ił o nukleoproteidach w  genetyce biochem icznej. Prof. A. D m o c h o w s k i  
i lek. L. K ł y s z e j k o  opracow ali zagadnienia k w asów  nukleinow ych  w irusów  
i bakterii. Doc. dr D. S h u g a r przedstaw ił rozkład enzym atyczny kw asów  nu
kleinow ych.

4. Czwartą grupę zagadnień stanow iły  zagadnienia m etodyczne. W łaśnie obrady  
m etodyczne były cenną pom ocą w ielu  m łodym  polskim  biochem ikom  w  ich p ierw 
szych kontaktach dośw iadczalnych z obszernym  terenem  badań. Mgr W. D r a b i -  
k o w s k i  i lek. B. W i ś n i e w s k a  przedstaw ili zasady preparatyki nukleopro- 
teidow. Mgr W. W i ę c k o w s k i  i mgr  S. W i t k o w s k i  pow iedzieli o chem icz
nych m etodach analitycznych kw asów  nukleinow ych. Mgr E. S e m p i ń s k a  opra
cow ała chrom atografię k w asów  nukleinow ych. Mgr S. G r o s s  i H.  P a n u s z  
szczegółow o zebrali m etody spektrofotom etryczne, a m gr G o l e w s k i  i m gr P i-
1 e k w yg łosili referat o jonoforezie, polarografii i nefelom etrii. M etody h istoche- 
m iczne opracow ała m gr A. P r z e ł ę c k a .

5. P iątą, oddzielną częścią Sym pozium  były  kom unikaty w łasnych  prac ekspe
rym entalnych zw iązanych z tem atyką Sym pozjum . Zdano tu spraw ę z 20 prac do- 
sam i nukleinow ym i.

M ateriały referatow e Sym pozjum  ukazują się w  kolejnych num erach „Potsępów  
B iochem ii“.

4.2. W lecie 1955 roku odbył się w  B rukseli trzeci z kolei K ongres B iochem ików . 
D w a poprzednie: w  1949 roku w  Cam bridge i w  1952 r. w  Paryżu odbyw ały się  
z udziałem  stosunkow o n ielicznych  delegacji polskich. W K ongresach tych nie zgło
szono żadnych polskich  prac. Rozwój biochem ii polskiej i jej postęp organizacyjny  
um ożliw iły w  roku 1955 w ysłan ie  do B rukseli 7 biochem ików , a m ianow icie: prof. 
dr Józefa H e l l e r a ,  prof. dr W łodzim ierza N i e m i  e r k i ,  prof. dr Tadeusza  
B a r a n o w s k i e g o ,  prof. dr B olesław a S k a r ż y ń s k i e g o ,  prof. dr Ignacego  
R e i f e r a ,  prof. dr Tadeusza K o r z y b s k i e g o ,  dr A ndrzeja M o r a w i e c -  
k i e g o .  (Kand. nauk Leszek W o j t c z a k  n ie w ziął udziału w  K ongresie z pow o
du choroby).

K om itet B iochem iczny zaakceptow ał i w ysła ł na obrady kongresow e szereg do
niesień  pracow ni polskich.

Ze w zględu na szczególną w agę om aw ianych na K ongresie badań oraz na to, że 
badania te ukażą się w  form ie publikacji w  m iędzynarodow ych czasopism ach bioche
m icznych św iata dopiero po u p ływ ie około 2-ch lat po w ygłoszen iu  ich an K ongre
sie, K om itet B iochem iczny Polskiej A kadem ii Nauk zdecydow ał zorganizow ać jesz
cze w  tym  sam ym  roku, w  którym  odbył się K ongres B rukselski, konferencję spra
w ozdaw czą 7. K ongresu.

K onferencja ta m ająca postać organizacyjną kolejnego sym pozjum  biochem icz
nego odbyła się w  dniach 28 i 29 listopada 1955 roku w  W arszawie. Zanim  zajm iem y  
się spraw ozdaniem  z K onferencji, należy przedstaw ić krótko p lan i zakres obrad
III K ongresu B iochem ii. Obrady przebiegały w  17 sekcjach, z których każda zorga
nizow ała zebranie lub zebrania plenarne, na których ogłaszano referaty  program o
w e sekcji. Ponadto w szyscy uczestn icy kongresu w ysłuchali dw óch odczytów  p le 
narnych: w stępnego odczytu i odczytu końcow ego. A  oto program  zajęć poszczegól
nych sekcji:
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1 Sekcja: obradow ała nad zagadnieniam i chem ii organicznej zw iązków  posia
dających znacznie biloogiczne. W ykłady program ow e tej sekcji dotyczyły chem ii 
i b iochem ii antym etabolitów  zbliżonych do puryn (autorzy w ykładu: G. H. H i  t-  
c h i n g  i G. B.  E l i o n )  oraz chem ii m ukopolisacharydów  (R. W. J e a n 1 o z).

2 Sekcja: obradow ała nad chem ią i fizykochem ią białek i polipeptydów . W ykła- 
dj' program ow e om aw iały b iosyntezę peptydów  i białek (H. B o r s o o k) oraz 
strukturę polipeptydów  i białek (A. E l l i o t t ) .

3 Sekcja: Przedm iotem  obrad była tu chem ia i fizykochem ia nukleoproteidów  
i kw asów  nukleinow ych, a w ykłady program ow e om aw iały postacie natyw ną i zde- 
naturow aną kw asu dezoksyrybonukleinow ego oraz chem ię kw asów  rybonukleino
w ych. R eferentam i byli tu P. D o t y  i N.  S i m m o n s  oraz R. M a r k h a m .

4 Sekcja: O bradowała nad problem am i ściśle enzj^mologicznymi, a w ykłady pro
gram ow e dotyczyły rozw oju układu hem oproteidow ego indukw oanego przez tlen, jako  
przykład adaptacji oddechow ej (referował P i o t r  S ł o n i m s k i ) ,  a także hekso- 
zoraonofosforanowej drogi utleniania u drożdży i w  tkankach zw ierzęcych (F. D i-  
c k e n s).

5 Sekcja: obradow ała nad przem ianą pośrednią szczególnie zajm ując się b io
syntezą porfiryn (D. S h e m i n )  i cyklem  fotosyntetycznym  (M. C a 1 v  i n). W y
kładem  program ow ym  ponadto był w  ram ach tej sekcji w ygłoszony referat G. L. 
C a n  t o n i  e g o  o m echanizm ach enzym atycznych i znaczeniu biologicznym  reakcji 
transm etylacji.

6 Sekcja: utleniania biologiczne i fosfcry lacje z utlenieniem . R eferatem  pro
gram ow ym  był tu w ykład E. C. S l a t e r a  o łańcuchach fosforylacji.

7 Sekcja zajęła się regulacjam i biochem icznym i szczegółow o om aw iając nukleo- 
tyd3’’, jako czynniki koordynujące w zrost i czynność (S. V. P e r r y ) ,  strukturę ko
m órkową i przem ianę oraz horm onalną kontrolę przem iany.

8 Sekcja. W sekcji tej, om aw iającej biochem ię komórki, szczegółow iej obrado
w ano nad znaczeniem  genetycznym  kw asów  dezoksyrybonukleinow ych w irusów  
(O. M a a 1 o e) i nad zależnościam i w śródkom órkow ym i (A. E. M i r s k y  m ów ił tu
o biochem icznych aspektach jądra kom órkowego).

9 Sekcja: biochem ia m ięśnia i ośrodkow y układ nerw ow y. W ykładam i progra
m ow ym i tej Sekcji był referat A. W. P a ł ł a d i n a  o biochem ii mózgu i H. H. W e-  
b e r a o kurczliw ym  układzie m ięśni i komórek.

10 Sekcja om aw iała biochem ię drobnoustrojów, a zw łaszcza polipeptydy o cha
rakterze antybiotyków  (referat program ow y L. C. C r a i g a) i w cielan ie  am ino
kw asów  przez gronkow ce o zniszczonej strukturze kom órkow ej (E. G a l  e).

11 Sekcja, radziła nad biochem ią roślin i biochem ią gleby, a w ykładem  progra
m ow ym  były zagadnienia biologicznego w iązania azotu (A. I. V i r t a n e n).

12 Sekcja — zbiorow y tytu ł prac tej Sekcji brzmiał: „Zoologia chem iczna“. 
Szczególnie om aw iano czynniki w pływ ające an zjaw isko czynnego transportu jo 
nów  (H. H. U s s i n g i B. A n d e r s e n ) .

13 Sekcja om aw iała spraw y zw iązane z żyw ieniem , a zw łaszcza efek t antybio
tyków  na zapotrzebow anie żyw ien iow e zw ierząt (E. L. R. S t o k s t a d) i efekty  po
dawania antybiotyków  na m ikroflorę jelitow ą zw ierząt (L. Y. Q u i n  n). Spraw y te 
także podnieśli M. E. C o a t e s  i S tan isław  K azim ierz K o n ,  m ów iąc o bakterio
logicznych następstw ach pobudzania w zrostu przez antybiotyki.

14 Sekcja om aw iała b iochem ię ustrojów  poddanych działaniu prom ieniow ania  
jonizującego.

15 Sekcja nosiła nazw ę chem icznej farm akologii, a obrady skupiały się g łów nie  
w okół zagadnień znieczulania.
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16 Sekcja klinicznej chem ii szczegółow iej om ów iła oznaczania steroidów  w e  
krw i i moczu. Na ten  tem at m iał w ykład program ow y G. F. M a r r i a n.

17 Sekcja zajm ow ała się biochem ią przem ysłow ą dokładniej traktując n ieazo-  
tow e zw iązki w  przem ianie pleśni.

Z pow yzszego zestaw ien ia  w yn ika  jasno, że dw udniow a konferencja spraw o
zdawcza K om itetu B iochem icznego m ogła jedynie naśw ietlić  podstaw ow e kierunki 
obrad K ongresu, zajęć się oryginaln iejszym i jego tem atam i i szczegółow iej om ówić  
tylko takie prace, które w yraźn ie odegrały nieprzeciętną rolę w  rozw jou biochem ii.

Ponadto do o t  rad konferencji spraw ozdawczej w łączono w yniki sym pozjum  
w  G andaw ie, którego obrady zb iegły  się czasow o z K ongresem , a dotyczyły prze
m iany tłuszczow ców .

Na K onferencji referow ali w szyscy  uczestn icy K ongresu B rukselskiego z w yjąt
kiem  chorego prof. K o r z y b s k i e g o ,  który jednak sw oje m ateriały przygotuje 
do publikacji razem  z całością m ateriałów  konferencji spraw ozdawczej w  „Postępach  
B iochem ii“. O czyw iście podział m ateriału  referow anego uw zględniał podstaw ow e  
kierunki badaw cze referujących. Prof. N i e  m i  e r k o  om aw iał zagadnienia tłusz
czow ców  i b iochem ii porów naw czej, prof. B a r a n o w s k i  — spraw y zw iązane 
z b iałkam i i ich biosyntezą, prof. S k a r ż y ń s k i  — zagadnienia chem ii k lin icz
nej, żyw ien ia , patologii i im m unochem ii; prof. R e  i f  e r  referow ał cykl fotosyn-- 
tetyczny, dr M o r a w i e c k i  — enzym ologię ogólną i b iochem ię m ięśni, a prof. 
H e l i  e'r — fosforylację, u tlen ian ia  i regulacje biochem iczne.

K onferencja ta była n ie tylko pierw szą im prezą tego typu w  K om itecie B ioche
m icznym  PAN . lecz także stanow iła  novum  dla Polskiej A kadem ii Nauk. Żywa dy
skusja w  czasie obrad K onferencji Spraw ozdawczej i w ysoka frekw encja (ponad 400 
uczestn ików  z w szystkich ośrodków  biochem icznych w  Polsce), pozw alają sądzić, że 
spełn iła  ona sw oje zadanie zaznajom ienia ogółu polskich biochem ików  z podstaw o
w ym i problem am i b iochem ii św iatow ej. U zupełnieniem  K onferencji będą m ateriały, 
które ukażą się w  jednym  z zeszytów  „Postępów  B iochem ii“ w  r. 1956.

Po w yczerpaniu  porządku obrad przew odniczący naw iązał doraźną dyskusję  
z salą nad w yborem  form y referow ania obrad kongresow ych. Ilustracją istniejących  
m ożliw ości było om aw iane zebranie spraw ozdaw cze K om itetu, na którym  zaznaczyły  
się trzy typy relacjonow ania:

a) reportażow y z szerokim  uw zględnieniem  kolorytu lokalnego i m ateriału aneg
dotycznego K ongresu,

b) m onograficzny przystępnego, a w yczerpującego om ów ienia pew nego w ybra
nego w ykładu,

c) ek lektyczny, gdzie kolejno naśw ietlano różne w ybrane zagadnienia podnosząc 
m om enty now e i szczególniej w ażne.

Zebrani w ypow ied zieli się za utrzym aniem  w  przyszłości w szystk ich  trzech ty 
pów  zdaw ania spraw y. E ntuzjastam i drugiego typu byli goście z pogranicza biochem ii
i m łodzi b iochem icy.

5. K O N T A K T Y  Z Z A G R A N IC Ą

Rok spraw ozdaw czy był rokiem  przełom ow ym  dla m iędzynarodow ych kontak
tów  biochem icznych. Na. zebraniu organizacyjnym  w  styczniu 1955 r. przedstaw iciele  
biochem ii różnych krajów  u ch w alili pow ołan ie do życia M iędzynarodow ej U nii B io 
chem icznej. U nia jednoczy przedstaw icielstw a biochem ików  poszczególnych państw , 
w  tym  Polski, organizuje kongresy biochem iczne, pom aga w  w ym ianie zdobyczy
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naukow ych. W obradach II plenarnego zgrom adzenia U nii odbytych 1.VIII.55 
w  B rukseli brał udział przew odniczący K om itetu prof. J. H e l l e r .

Ponadto w  roku sprawozdawczym  prof. I. R e i  f  e r  obecny był na obradach 
konferencji dla pokojow ego w ykorzystania energiii atom ow ej w  G enew ie, a prof. 
N i e m i e r k o  brał udział w  K ongresie B iochem icznym  w  Związku Radzieckim .

B iochem ia polska utrzym uje stałe kontakty naukow e ze sw ym i w ęgierskim i, 
czeskim i i n iem ieckim i (NRD) kolegam i.

6. P O P U L A R Y Z A C JA  BIO C H EM II

C złonkow ie K om itetu biorą udział w  pracach sekcji przy Zarządzie G łów nym  
TWP oraz w  pracach Tow. im. K opernika.
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