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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T O M  II  1956 Z E S Z Y T  2

WI TOLD DRABI KOW SKI ,  B O G N A  W I Ś N I E W S K A

Izolow anie nukleoproteidów  i kw asów  nukleinow ych  
z tkanek i mikroorganizmów

Nukleoproteidy (NP) są jednym  z podstawowych składników uorga- 
nizowanych elementów żywej materii. Charakteryzują  się one wysokim 
ciężarem cząsteczkowym i niezmiernie skomplikowaną budową. Pozna
nie tej ostatniej utrudnia fakt, że związki te są składnikami tak  nie
zwykle złożonego środowiska jakim jest protoplazma. Fakt ten staw ia 
szczególne zadania przed badaczami zajmującymi się izolowaniem NP 
i KN z różnego m ateriału biologicznego: z jednej strony muszą oni dążyć 
do uzyskania jak  najwyższego stopnia czystości preparatu, z drugiej —  
stosowane postępowanie nie powinno naruszać subtelnej s truktury  tych 
związków.

M etody izolowania, stosowane przez pierwsze dziesiątki lat badań 
nad NP i KN dalekie były od wym agań jakie im dzisiaj stawiamy. Przez 
długi czas bowiem przypisywano tym związkom znacznie prostszą bu 
dowę niż okazało się to w rzeczywistości. Toteż używana dawniej przez 
wielu autorów ekstrakcja  roztworami kwasów i zasad, często w podwyż
szonej temperaturze, dawała prepara ty  różniące się w znacznym stopniu 
budową i własnościami od rodzimych związków występujących w  ży
wym ustroju. Gdy w wyniku prac wielu badaczy oczywistą się stała zło
żoność struktury KN zwrócono baczniejszą uwagę na zmiany, jakim 
ulegają te związki w czasie ich izolowania.

Już w latach czterdziestych rozpoczęto żywą dyskusję nad sposoba
mi wyosabniania NP i KN z m ateriału biologicznego w postaci możli
wie jak  najmniej odbiegającej od tej, jaka  występuje  w żywej komórce. 
Ostatnio w związku ze stwierdzeniem niejednorodności zarówno kw a
sów nukleinowych jak  i kom ponenty białkowej NP problem zastosowa
nia subtelniejszych metod w czasie izolowania stał się szczególnie istot
ny. Zagadnienie to jednak  do dziś pozostaje jeszcze częściowo otw arte  
i różnorodność stosowanych metod oraz rozbieżność uzyskiwanych w y 
ników świadczy, że dalekie są one od doskonałości.
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202 W. DRABIKOW SKI, B. W ISNIEW SKA [2]

Izolowanie nukleoproteidów

Stosowane m etody otrzym ywania  NP uw arunkow ane są ich rozpusz
czalnością wyróżniającą je  od większości innych składników kom órko
wych. W  zasadzie jednak  m ają tu zastosowanie metody, używane ogól
nie do izolowania i frakcjonowania białek.

Od czasu pierwszych prac nad nukleoproteidami tj. od lat siedem
dziesięciu stosowano do ich w yodrębniania  ekstrakcję m ateriału biolo
gicznego roztworami zasad, kwasów, buforami, roztworami soli lub wodą 
(przegląd dawnych metod izolowania — G u 11 a n d (49) — F e u l g e n
(40) — H a m m a r s t e n  (50,52) ). P reparaty  nukleoproteidów otrzym y
wane powyższymi drastycznymi sposobami, by ły  dalekie od stanu, 
w  jakim znajdują się w komórce. W  trakcie  izolowania stosowano czę
sto podwyższoną temperaturę, nie zwracano uwagi na działanie enzy
mów. Stosowany przeważnie odczyn alkaliczny powodował głębokie 
zmiany w  strukturze. Nie potrafiono również otrzymać dobrego rozdzia
łu obu nukleoproteidów. Dziś te dawne m etody wyszły zupełnie z użycia 
i jedynie ekstrakcja wodą lub roztworami soli kuchennej stała się pod
stawą do opracowania nowoczesnych metod izolowania i rozdziału NP.

Praktyczne zastosowanie roztworu chlorku sodu do prepara tyk i NP 
zawdzięczamy M i r s k  y 'em u i P o 11 i s t e r'owi (87,89). W ykorzystali  
oni różnice w rozpuszczalności dezoksyrybonukleoproteidów (DNP) 
w  zależności od stężenia chlorku sodu. DNP rozpuszczają się w  wodzie 
oraz w roztworach 1 m olarnych soli i bardziej stężonych (praktycznie 
nie używa się jednak  większych stężeń niż 2 molarne, gdyż w roztw o
rach stężonych białko ulega wysoleniu). Rozpuszczalność DNP osiąga 
minimum o dość ostrej granicy przy stężeniu 0,14M NaCl. Dokładnie zba
dała tę zależność F r i c k  (41). W  tablicy I-ej przytaczamy wyniki jej 
doświadczeń.

Rybonukleoproteidy (RNP) nie wykazują  zmian rozpuszczalności za
leżnie od stężenia NaCl.

W  oryginalnej metodzie M i r s k  y 'ego — P o l l i s t e  r 'a  (89) do
kładnie zmieloną świeżą tkankę, ekstrahowano 2 do 3 razy 0,14M NaCl. 
Po odwirowaniu pozostałości tkankow ych wytrącono rybonukleoproteid  
(RNP) z połączonych wyciągów alkoholem w postaci białego puszystego 
osadu. Na pozostałą tkankę działano przez dłuższy czas IM NaCl. Z po
wstałego bardzo lepkiego roztworu wytrącono DNP w postaci długich 
białych włókien dających się z łatwością oddzielić bagietką od roztworu. 
W szystkie czynności prowadzono w temp. 0—4°C. Jak  widać m etoda ta 
pozwala nie tylko na izolowanie, ale również i na rozdział obu NP, co 
praw da dokładny tylko w przypadku grasicy ewentualnie śledziony 
i spermy (117).
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[3] IZOLOWANIE NUKLEOPROTEIDÓW I KWASÓW NUKLEINOWYCH 203

M etoda M i r s k  y 'ego i P o 11 i s t e r 'a jest dziś, obok wprowadzonej 
przez H u i s k a m p a  (53) w 1901 r. ekstrakcji NP wodą, jedną z n a j
powszechniejszych metod obecnie stosowanych, k tóre  pomimo w pro
w adzenia całego szeregu drobnych modyfikacji pozostają w zasadzie 
niezmienione.

T a b l i c a  1
R ozpuszczalność DNP w  0,00 —  1,00M N aC l w  t. 3,8 —  4,2CC 

w  buforze fosforanow ym  (wg F r i c k  (41))

M N aC l
A zot rozpuszczo

nego D N P  
w  m g /m l

M N aC l
A zot rozpuszczo

nego D N P  
w  m g /m l

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

0,970 0,7860

Zdolność rozpuszczania się nukleoproteidów dezoksyrybozowych 
w silnych roztworach soli jest dość wszechstronna. Pewne anomalie w y
kazują  jednak  DNP spermy niektórych zwierząt, nie rozpuszczają się 
bowiem ani w roztworze NaCl ani w wodzie.

M i r s k y  i P o l l i s t e r  (88) stwierdzili, że DNP jąder spermy 
pstrąga, śledzia, myszy i żaby dają  się ekstrahować IM Na Cl, zaś DNP 
jąder  spermy jeżowca i ślimaka rozpuszczają się dopiero w 2M NaCl. 
Główki spermy byka i knura  nie rozpuszczają się naw et w silnych roz
tworach NaCl (88 i 30) i dają się izolować dopiero po hydrolizie a lka
licznej (30). Do podobnych wniosków doszli T h o m a s  i M a y e r  
(108), którym nie udało się wyciągnąć DNP ze spermy knura i barana 
nie tylko działaniem słabych kw asów  i alkalii, ale nawet detergentami. 
B e r n s t e i n  i M a z i a  otrzymali DNP ze spermy Strongylocentrotus 
na drodze ekstracji w o d n e j(8). Podobne rezultaty  uzyskali E m a n u e l  
i C h a i k  o f f (37) przy wodnej ekstrakcji mleczu łososia, a W a t a -  
n a b e  (112) przy ekstrakcji mleczu śledzia. S u z u k i  i współpr. (62) 
nie potwierdzili jednak  tych wyników  i otrzymali DNP z mleczu łososia 
dopiero po ekstrakcji 2M NaCl.
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204 W. DRABIKOWSKI, B. WIŚNIEWSKA [4]

W  roztworach chloru sodu o dużej sile jonowej kompleksy DNP są 
stosunkowo silnie zdysocjowane i ich własności fizykochemiczne zwią
zane są z obecnością wolnych kwasów i białek. W  związku z tym w y 
suwano, szczególnie ostatnio, szereg zarzutów w stosunku do ekstrakcji 
molarnym roztworem chlorku sodu ( B u t l e r  (14) i S t e r n  (106)). 
Trudno jest stwierdzić, czy otrzymane w ten sposób DNP są rodzimymi 
związkami. Być może działanie silnego roztworu soli wywołuje n ieod
wracalne zmiany, a w ytrącony DNP jest artefaktem. Powyższe zarzuty 
wpłynęły na to, że szereg badaczy stosuje obecnie wyłącznie ekstrakcję 
DNP oziębioną wodą po uprzednim usunięciu rybonukleoproteidu 0,14M 
NaCl. Metodę H u i s k a m p a  ekstrakcji DNP wodą (53) opracował 
w 1924 r. H a m m a r s t e n  (51) stosując wielogodzinną ekstrakcję  
zmielonej tkanki w temperaturze 0,°C. Potem ekstrakcji wodą używali 
między innymi C a r t e r  i H a l l  (15), a ostatnio S t e r n  (106), G a j -  
d u s e k  (45), P e t e r m a n n  i L a m b  (94), S h o ó t e r  i współpr. 
(99). Prócz roztworów chlorku sodu i wody w pewnych wypadkach, 
szczególnie przy pracach nad NP drobnoustrojów ( B i e ł o z i e r s k i  (5)), 
stosuje się nadal do ekstrakcji słabe roztwory węglanu sodu (64, 97, 5), 
0,2% NaOH (97, 5), roztwory buforowe jak  np.: boranowe (21). fosfo
ranowe (111), cytrynianowe (18, 57). Stosowanie takich roztworów, głów
nie alkalicznych jest nieraz konieczne, gdyż NP baktery jne i w irusowe 
przeważnie nie ulegają ekstrakcji wodą lub obojętnymi roztworami soli. 
Często nieodzowne jest uprzednie stosowanie takich zabiegów jak: od- 
lipidowanie rozpuszczalnikami tłuszczowymi (21), rozbicie komórek 
ultradźwiękami (ostatnio zresztą krytykowane) (21, 86, 16), rozcieranie 
z piaskiem kwarcowym  lub pyrexow ym  (46, 21, 18, 17), działanie gliko
lem etylenowym itp. (21). W szystko to ma na celu zniszczenie bądź usu
nięcie nierozpuszczalnej otoczki komórkowej.

Dawne metody wytrącania  nukleoproteidów kwasami w punkcie izo- 
e lektrycznym zostały w stosunku do DNP prawie zupełnie zaniechane. 
W  wypadku RNP strącenie w punkcie izoelektrycznym jest dalej stoso
wane, np. celem oddzielenia od innych związków obecnych w ekstrak
cie 0,14M NaCl (63). Szeroko stosowanym dziś sposobem wytrącania  NP 
jest użycie alkoholu etylowego. Zwykle w tym celu dodaje się do roz
tworu NP jedną do dwóch obj. 96% alkoholu etylowego. N iekiedy sto
suje się. metanol (93). Trzeba zaznaczyć, że zarówno przedłużone działa
nie alkoholu, jak  i kwaśne środowisko mogą wprowadzić pewne zmiany 
w strukturze NP. W ielu autorów (22, 12, 15) stosuje nadal wprowadzone 
przez H a m m a r s t e n a  (51) strącanie NP za pomocą CaClo, choć 
w tym wypadku otrzymuje się osad trudny do oddzielenia (51). N iekiedy 
w przypadku NP baktery jnych  stosuje się wysolenie siarczanem amonu 
(93). Korzystając z różnic w rozpuszczalności DNP w różnych stężeniach
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[5] IZOLOWANIE NUKLEOFROTEIDOW I KWASÓW NUKLEINOWYCH 205

NaCl w ytrąca  się je z IM roztworu soli przez rozcieńczenie tego osta t
niego wodą do stężenia 0,14M. Większość jednak  DNP bakteryjnego nie 
daje się w ten sposób wytrącić (57). Ostatnio metoda ta została sk ry
tykow ana przez S t e r n a ,  który uważa, że w ytrącający  się nukleopro- 
teid jest artefaktem (106). J o n e s  w r. 1953 użył siarczanu miedzi do 
w ytrącania  NP z Mycobacterium phlei (57), przy czym napotkał jednak  
trudności z oddializowaniem siarczanu miedzi i otrzymał końcowy pro
dukt bardzo zanieczyszczony. Jako najbardziej dogodny sposób poleca 
J o n e s  wytrącanie  NP baktery jnych  kationowym detergentem  — Ce- 
tavlonem. Utworzony kompleks jest nierozpuszczalny w rozcieńczonym 
roztworze soli (0,3M), rozpuszczalny natomiast w IM NaCl.

W  ramach prac oceniających krytycznie przytoczone wyżej m etody 
otrzym ywania nukleoproteidów zwrócono uwagę na działanie enzymów 
w trakcie  wyosabniania. Otrzymane w obecności czynnych nukleaz 
i proteaz nukleoproteidy i kwasy nukleinowe są w różnym stopniu zde- 
polimeryzowane. W prowadzono szereg usprawnień zmierzających do 
zahamowania działania enzymatycznego. Efekt ten uzyskuje się częścio
wo przez zachowanie w trakcie pracy  niskiej temperatury. Ponieważ 
dezoksyrybonukleaza jest aktyw owana przez jony Mg, zatem celem 
ich związania zastosowano dodawanie arsenianów (106), fluorku sodu 
(96, 101, 67, 68), cytrynianu sodu (94, 80), ostatnio czterooctanu — etyle- 
no-dwuaminy (118). Z danych W  e b b 'a (113) wynika jednak, że jony 
powyższe hamują tylko dezoksyrybonukleazę trzustkową, mającą opti
mum działania przy pH około 7,0, zaś dezoksyrybomukleazy wewnątrz 
komórkowe, których obecność wykryli wcześniej M a v e r  i G r e c o  
(85), nie są hamowane przez powyższe środki. Te ostatnie mają optimum 
działania przy pH 5,0 i są prawie nieczynne przy niewielkim podw yż
szeniu pH.

Ham ujący wpływ cytrynianu ograniczałby się więc do podwyższe
nia pH soku komórkowego do wartości, w której aktywność depolime- 
ryzująca jest bardzo mała. Z drugiej strony S h a c k (98) doniósł, że de
zoksyrybonukleaza surowicza zachowuje się podobnie do trzustkowej. 
Tak więc dodatek powyższych inhibitorów może mieć znaczenie przy 
izolowaniu NP z tkanek  silnie ukrwionych.

W  praktyce stosuje się najczęściej roztwór cytrynianu sodu. P e- 
t e r m a n n  i L a m b  (94) badali dokładnie zależność między lepkością 
otrzymanych nukleoproteidów a stężeniem cytrynianu sodu i uznali do
datek 0,01M cytrynianu do roztworu IM NaCl za optymalny.

Większą trudność sprawia zahamowanie działania rybonukleazy. 
A l l e n  (1) omawiając ten problem stwierdza, że właściwie brak  jest
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206 W. DRABIKOW SKI, B. WIŚNIEW SKA [6}

metody, pozwalającej na zupełną jej inaktywację. Zostaje ona w pew 
nym stopniu unieczynniona przy użyciu soli guanidyny, lub detergen
tów. M etody te  zostaną omówione poniżej.

W e wszystkich omówionych przypadkach poddawano ekstrakcji całą 
tkankę. W  toku badań nad lokalizacją kwasów nukleinowych w poszcze
gólnych elementach morfotycznych komórki, E u l e r  i H a h n  (38, 39) 
otrzymali cytoplazmatyczne nukleoproteidy z mitochondrii wątroby. 
W iększość prac poświęcona była jednak  badaniom nukleoproteidów 
ekstrahowanych z izolowanych jąder kom órkowych (3,35). Tak np. 
B a r n u m i współprac. (3) ekstrahowali materiał cytoplazmatyczny 
0,85% roztworem NaCl. Następnie celem usunięcia zanieczyszczeń po
zostałych na powierzchni jąder płukano je  wielokrotnie kwasem cy try 
nowym i otrzymywane w  ten sposób jądra komórkowe poddawano po 
odlipidowaniu alkoholem i eterem dalszej ekstrakcji wg. ogólnie przy
jętej techniki izolowania NP. Uprzednie usunięcie m ateriału  cytoplazma- 
tycznego wydaje  się być jednak  niedostateczne, bowiem W e b b  (112) 
w ysuw a zarzut, że RNP cytoplazmatyczny może być adsorbow any na 
jądrach  w czasie preparowania. E u l e r  i H a h n  (39) znaleźli, że DNP 
izolowanych jąder  może być bardziej rozłożony niż ekstrahow any wprost 
z tkanki. W ydaje  się, że rozkład ten należy przypisać katepsynie, bo
wiem M a v e r  i G r e c o  (85) dowiedli, że może ona rozkładać połą
czenia białka z KDN, a B u t l e r  i współprac. (14) wykazali, że istotnie 
działanie katepsyny ma miejsce, gdyż prepara ty  otrzymane z dodatkiem 
inhibitorów grup — SH np.: jodooctanu etylu były  mniej rozłożone. 
B r o w n  i L a s k o w s k i  (11) stwierdzili, że zawarte w jądrach  dezo- 
ksyrybonukleazy mogą depolimeryzować KDN w słabo kw aśnym  środo
wisku,używanym zazwyczaj do izolowania jąder. Z drugiej strony stw ier
dzono. że wewnątrzkom órkowe dezoksyrybonukleazy są charakterystycz
ne dla mitochondrii i mogą się jedynie adsorbować na jądrach  w czasie 
izolowania (113). Tak czy inaczej istnieje niebezpieczeństwo rozkładu 
DNP preparow anych z izolowanych jąder.

Z powyższego krótkiego przeglądu widać, że i obecnie stosowane 
metody izolowania nukleoproteidów nie są w pełni zadawalające. NP 
są kompleksami niezupełnie zdefiniowanymi i trudno rozróżnić w nich 
kom ponenty związane i składniki zaadsorbowane. M i r s k y  i R i s (90) 
np. stwierdzili, że niektóre  białka luźniej związane z KDN mogą być 
gubione w trakcie preparowania. L u c y  i B u t l e r  (81) przez kolejne 
wyciąganie chloroformowego żelu DNP 0,6M NaCl w różnych okresach 
czasu otrzymali szereg frakcji nukleoproteidów o m alejącym stosunku 
białka do kwasu.
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Izolowanie kwasów nukleinowych

Używane dawniej metody otrzymywania KN, podobnie jak  dawne 
m etody izolacji NP, były dość drastyczne. Szeroko rozpowszechnione 
było użycie zasad do hydrolizy NP, prowadzonej przeważnie w podwyż
szonej temperaturze. Białko usuwano następnie przy pomocy różnych 
środków jak  np. koloidalnego wodorotlenku żelaza (75, 78), kwasu pikry- 
nowego (73, 77), alkoholu (24, 55) lub przez wytrącanie w punkcie izo- 
elektrycznym. W szystkie te metody przedstawiają obecnie bardzo małą 
w artość (49).

DNP, jak  wspomniano, są w silnych roztworach soli kuchennej w zna
cznym stopniu zdysocjowane. Fakt ten ma bardzo ważne znaczenie przy 
oddzielaniu komponenty białkowej i na nim opierają się wszystkie nowo
czesne metody odbiałczania. Jedną z nich, wprowadzoną jeszcze w 1903 r. 
przez B a n g'a (2), opracowaną później przez H a m m a r s t e n a  (51) 
i stosowaną do dziś (12, 96, 107), jest wysalanie białka nasyconym  roz
tworem  chlorku sodu. H a m m a r s t e n  (51) rozpuszczał w ytrąconą 
sól wapniową DNP w IM NaCl, po czym nasycał roztwór NaCl, przecho
w yw ał kilka dni w temp. 0°C, po czym odsączał wytrącone białka. S i g- 
n e r (101) w podobny sposób nasycał chlorkiem sodu roztwór soli sodo
wej NP, przy czym okres wysalania przedłużył jednocześnie do dwu ty 
godni. Białko oddzielał również przez odsączanie. Ostatnio E m a n u e l  
i C h a j k o f f w  1953 r. (37) wprowadzili modyfikacje do metody H a m 
m a r s t e n a .  Nasycali oni przez pół godziny wodny wyciąg NP chlor
kiem sodu z dodatkiem arsenianu. W ysolone białko oddzielali z roz
tw oru  KN sącząc p reparat z dodatkiem dużej ilości Hyflo Super Cel, 
dzięki czemu czas sączenia uległ znacznemu skróceniu.

Drugą, bardzo delikatną metodą i obecnie najbardziej rozpowszech
nioną jest wprowadzone przez S e v a  g'a (97) usuwanie białka działa
niem mieszaniny chloroformu z alkoholem oktylowym. Białko tworzy 
z chloroformem nierozpuszczalny żel chloroformowo-białkowy, który  
z łatwością można oddzielać od KN przez odwirowywanie. Chloroform 
służy tu jako adsorbent ciekły tworząc z białkiem luźne cząsteczkowe 
połączenia (97). Kwas nukleinowy pozostaje w roztworze i daje się zde- 
kantow ać znad w arstw y żelu. Alkoholu oktylowego używa się jako środ
ka zmniejszającego pienienie. W  praktyce mieszaninę wszystkich skład
ników wytrząsa się a następnie wiruje. Otrzymuje się dwie fazy: górną, 
będącą roztworem NP częściowo odbiałczonego, dolną, zawierającą chlo
roform. Na granicy obu faz zbiera się żel białka. Do całkowitego odbiał- 
czenia trzeba wytrząsanie powtórzyć kilkanaści razy.- W ażnym  jest, by  
odczyn odbiałczanego roztworu był obojętny. W  razie bowiem zakw a
szenia KN może się częściowo adsorbować na żelu chloroformowo-biał-
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kowym. Metoda chloroformowa jest jednocześnie bardzo czułą metodą 
na wykrycie obecności białka, nawet w tych wypadkach, kiedy inne re 
akcje jak  np. b iuretowa w ypadają  całkowicie ujemnie. Jeśli po odwiro
waniu na granicy faz brak  jest już nawet śladu błonki żelu, roztwór 
można uważać za całkowicie odbiałczony. N iekiedy wskazane jest jed 
nak zatężanie roztworu w próżni do mniejszej objętości i dalsze w ytrzą
sanie z chloroformem tak długo, póki żel chloroformowo-białkowy nie 
przestanie się wytwarzać. Białko kurze daje się w ykryć tą metodą ’jesz
cze w  stężeniu 1/25000 — 1/40000 (97). W  oryginalnej technice S e v a -  
g'a roztwór NP uprzednio hydrolizuje się łagodnie roztworem w ęgla
nu soidu w temp. 55°C. Technika taka pozwala również i na odbiałcza- 
nie RNP.

Metoda S e v a  g'a jest  dziś używ ana głównie w' opracowanej póź
niej przez G u l l a n d ' a  modyfikacji (49).. G u l  l a n d  korzystając już 
z faktu, że DNP tkankow e są w roztworach soli zdysocjonowane, pod
dawał je  odbiałczaniu chloroformem bez uprzedniej hydrolizy alkalicznej.

Trzeba zaznaczyć, że dysocjacja nukleohistonu grasicy wzrasta po 
cząwszy od stężenia 0,5 NaCl. Dlatego w modyfikacji G u 11 a n d'a na 
leży użyć wyższych stężeń soli, zmniejsza to bowiem ilość kwasu n u 
kleinowego związanego z wytrąconym  białkiem przy działaniu chloro
formem (Crampton 29).

Otrzymany metodą S e v a  g'a KN w ytrąca  się z roztworu zw ykły
mi metodami opisanymi poniżej. Składnik białkowy można odzyskać 
przez odsączenie żelu od resztek wodnego roztworu KN. białko zaś uw al
nia się dodatkiem alkoholu. Otrzym any produkt po zakwaszeniu kwasem 
octowym do pH 5,0 — 6,0 i odwirowaniu rozpuszcza się ponownie przez 
doprowadzenie do pH 7,0. Uzyskane w ten sposób przez S e v a  g'a 
białka zawierały 0,73% — P, 15,72% — N, 0,6% azotu purynowego i za
chowały wszystkie właściwości immunochemiczne (97). W  rozdzielaniu 
białka od KN metodą S e v a  g'a może przeszkadzać obecność lipidów, 
które tworzą jednolitą emulsję nie dającą się odwirowywać. Trzeba nad
mienić, że NP spermy nie zawsze dają się odbiałczyć chloroformem bez
pośrednio z roztworem soli. Tak np. Z a m e n h o f  i współprac. (119) 
trawili plemniki ludzkie trypsyną i dopiero wtedy poddawali je odbiał
czaniu chloroformem. W y a t t  (116) usuwał protam inę z kom órek 
spermy śledzia papainą. Metoda S e v a  g'a służy do odbiałczania nie 
tylko KDN otrzym ywanych z tkanek  zwierzęcych, ale również i kwasów 
nukleinowych pochodzących z materiału  roślinnego (70).

Trzecią z metod wprowadzoną od niedawnego czasu przez M a r k o  
i B u t l e r a  (84)- oraz K a y  (61) jest użycie do odbiałczania kwasów 
nukleinowych detergentów. Są to. związki posiadające długi łańcuch 
węglowy apolarny i grupę polarną na końcu cząsteczki. W yróżniamy
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detergenty  anionowe, z k tórych głównie używa się siarczanów wyższych 
alkoholi, oraz kationowe — głównie czwartorzędowe sole amoniowe, 
w których jeden z alkylów posiada długi łańcuch. Detergenty tworzą 
silne kom pleksy z białkami wskutek działania grup polarnych, powo
dując dysocjację nukleoproteidów i w ytrącanie białka. Dzięki swym 
właściwościom denaturującym  detergenty posiadają zdolność unieczyn- 
n iania wirusów, enzymów oraz hamowania metabolizmu bakterii (44).

Zdolność detergentów zmniejszania napięcia powierzchniowego oraz 
wyw oływ ania  denaturacji białek znano już dawniej, jak  również w y
konano szereg prac, w których badano zależność powyższych zjawisk 
od stężenia detergentów, pH, temperatury, obecności elektrolitów itp. 
(13, 82, 33).

W  oryginalnej metodzie K a y  (61) używała 5%  roztworu duponolu 
w 45% etanolu. (Duponol jest to mieszanina siarczanów wyższych alko
holi od Cg do C i 8 z przew agą siarczanu dodecylu). Zmieloną tkankę 
ekstrahow ano 0,9% NaCl z 0,01M cytrynianem sodu celem usunięcia 
RNP. Pozostałą tkankę umieszczano w 0,9% NaCl i dodawano roztworu 
duponolu do stężenia 0,4%. Po trzygodzinnym wytrząsaniu do lepkiego 
w yciągu  dodawano NaCl do stężenia jednomolarnego i w ytrącone biał
ko odwirowywano. W szystkie czynności prowadzono w temp. 0°C.

Przy odbiałczaniu RNP konieczne jest przed odbiałczeniem spowodo
wanie dysocjacji kompleksu. RNP trzustki w yekstrahow any 0,14M NaCl 
i s trącony w punkcie izoelektrycznym daje się po zdysocjonowaniu pół- 
nasyconym  roztworem chlorku sodu, ( K e r r  i S e r a i d a r i a n  (63), 
N i s h i o k a (69)) odbiałczyć metodą S e v a  g'a. K a y  (60) użyła 
detergentów zamiast soli do dysocjacji RNP wytrąconego uprzednio 
w punkcie izoelektrycznym.

Szerokie zastosowanie znalazły detergenty do otrzym ywania KN 
z wirusów i bakterii. S r e e n i v a s a y a  i P i r i e  (104) już w 1938 ro
ku badali wpływ siarczanu dodecylu i stwierdzili, że wyw iera  on działa
nie dysocjujące na wirusy mozaiki tytoniowej. Autorzy ci zwrócili uw a
gę na konieczność doboru właściwego buforu. Bufory fosforanowe, bo- 
ranowe i ftalanowe nie nadają się do tego celu, ponieważ tworzą k ry 
staliczny kompleks z siarczanem laurynowym, tak  że autorzy w swojej 
pracy używali buforu weronalowego o pH 8,0. Zawiesinę wirusa podda
wano działaniu półprocentowego roztworu detergentu w temp. pokojo
wej przez 24 godz., a następnie białko usuwano półnasyconym roztwo
rem siarczanu amonu, którego nadmiar oddializowywano. Do odbiałcza- 
nia n iektórych wirusów stosuje się działanie detergentów w podwyż
szonej tem peraturze (34). Należy przy tym zaznaczyć, że dla każdego 
gatunku wirusa należy ustalić odpowiednie warunki.

M a y e r  i S p i z i z e n  (86) używali ostatnio duponolu do otrzy
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mywania KDN z bakteriofagów Escherichia coli. Koncentrat faga roz
puszczano w 1% duponolu przy pH 7,0 i podgrzewano 15 min. do 60°Cf 
poczem białko usuwano półnasyconym octanem sodu. KRN praw dopo
dobnie ulegał całkowitej depolimeryzacji i nie dawał się wytrącić a lko
holem z roztworu. W  podobny sposób otrzymywano KDN z kolonii 
Escherichia coli i z innych drobnoustrojów. Autorzy nadmieniają jednak, 
że większość bakterii wym aga uprzedniego rozbicia ultradźwiękami. 
Prócz siarczanu dodecylu zastosowano do odbiałczania drobnoustrojów 
Cetavlon (bromek cetylo-trój-metyloamoniowy), wprowadzony w 1953 r.

T a b l i c a  2

P orów nanie preparatów  KDN bak ter io fagów  i g rasicy  otrzym anych dzia łan iem  d eter
g en tó w  i m ocznika (wg M a y e i s  i S p i z i z e n a  (86))

K D N
otrzym any z

M etoda
otrzym .

11. zasad  
azot. K D N  

M /100  
W?*)

P  K D N  
¡X M /100

V-S

N  K D N  
¡X M /100

N -n ie
nukl.

[X M /100

{¿g

L epkość
w zg l.

B akteriof. T 2r deterg. 0,151 0,148 0,561 0,019 5,34
„ T6r + >> 0,075 0,078 0,696 0,410 —
„ T 6r+ » 0,106 0,135 0,726 0,231 —
„ T6r + m oczn ik • 0,186 0,193 0,729 0,022 1,07

G rasica deterg. 0,242 0,258 — — 5,60
W oda — — — — 1,00

* —  zaw artość sk ład n ików  obliczono  w m ikrom olach na 100 m ikrogram ów  subst.

przez J o n e  s'a, który użył go do otrzymywania KDN z M ycobacterium  
tuberculosi' Mycobacterium phlei i Sarcina lutea (56, 57). Komórki bak 
teryjne po 24 godzinach ekstrakcji 0,001M arsenianem sodu w ytrącano 
dwuprocentowym roztworem Cetavlonu. Utworzony kompleks rozpusz
czano w IM NaCl i wytrącano przez rozcieńczenie roztworu 2 obj. wody. 
Resztki białka i Cetavlonu usuwano metodą S e v a g'a. W  ten sposób 
otrzymywano mieszaninę KDN i KRN.

Omówione powyżej trzy metody odbiałczania zostały dokładnie zba
dane w ubiegłym roku przez F r i c k (42, 43), która badała DNP grasicy. 
A utorka stwierdziła, że przy odbiałczaniu DNP chloroformem w sposób 
podany przez G u 11 a n d'a uzyskuje się bardzo niską wydajność —5— 10% 
(41). Otrzym any KDN zawiera jeszcze niewielkie ilości bardzo silnie zwią
zanego białka, którego obecność można wykryć dopiero po długotrwałej 
hydrolizie. Dużo większą wydajność uzyskuje się przy stosowaniu ory
ginalnej metody S ev a g'a, po hydrolizie węglanem sodu. Te fakty 
doprowadziły F r i c k do wniosku, że wiązanie między KDN a białkiem
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jest silniejsze niż się to przyjmuje obecnie. Z badań F r i c k  (42) 
nad metodą H a m m a r s t e n a  (51) wynika, że najbardziej w ydajną  
jes t  oryginalna metoda tj. wysolenie chlorkiem sodu roztworu DNP, po 
w yekstrahow aniu  z tkanki wodą i wytrąceniu chlorkiem wapnia. W  tym 
w ypadku  dużo zależy jednak  od aktywności enzymatycznej wyjśc iow e
go materiału. W ysolenie chlorkiem sodu ekstraktu otrzymanego działa
niem IM NaCl na tkankę okazało się mniej wydajne. Największą jed 
nak  wydajność (dochodzącą do dziewięćdziesięciu kilku €/o teoretycznej) 
uzyskała F r i c k  przy adbiałczaniu DNP siarczanem dodecylu.

Zastosowanie powyższych metod odbiałczania do NP baktery jnych  
z M ycobacterium  i Aerobacter aeiogenes  sprawdził ostatnio J o n e s  (58) 
Przez wysolenie NaCl lub (N H ^ S C ^  nie można Ibyło usunąć białka. 
Siarczan dodecylow y w ytrącał białko częściowo, a jedynie chloroform 
odbiałczał całkowicie. Te fakty są sprzeczne z danymi B e r n s t e i n a  (7) 
i F r i c k  (42), którzy stwierdzili, że właśnie chloroform nie usuwa cał
kowicie białka i konieczne jest po użyciu jego późniejsze działanie de
tergentów. J o n e s  wprowadził równocześnie nowy sposób odbiałcza
nia polegający  na działaniu roztworem wodzianu chloralu (58). Resztki 
białka pozostające przy tym usuwane były  następnie jedno lub dw ukrot
nym  wytrząsaniem  z chloroformem. W odzian chloralu nie powoduje w y 
raźnej depolimeryzacji kwasu nukleinowego i nie tworzy trw ałych kom 
pleksów z tym  związkiem. Metody tej nie daje się zastosować do tkanek  
zwierzęcych.

Prócz tego należy wspomnieć o stwierdzeniu przez P i r i e (95) od- 
białczającego działania azotanu strontu na nukleoproteidy wirusowe. 
P i r i e  próbował również działać na NP chlorkiem strontu oraz azota
nami baru lub wapnia, efekt odbiałczający był jednak  w tych w ypadkach 
znikomy. L a u f f e r  i D o w  prowadzili badania nad odbiałczającym 
działaniem wysokich ciśnień (71).

Do izolowania KN stosuje się również roztwory mocznika i chloro
wodorku guanidyny (105, 48, 113). Mocznik ma szczególne zastosowanie 
do izolowania KN baktery jnych  (100). C o h e n  w roku 1947 (25) dzia
łał mocznikiem na zawiesinę bakteriofaga T 2 r i T-ir w 0,85% NaCl 
a otrzym any w wyniku tego lepki roztwór odbiałczał chloroformem. 
J o n e s  spostrzegł (57), że jeśli podziałać na zawiesinę bakterii Myco- 
bacterium tuberculosi  nasyconym roztworem mocznika w temp. 37° to 
ekstrakt mocznikowy zawiera stosunkowo niewiele KN. Jeśli jednak  
odwirowane komórki ekstrahować w dalszym ciągu wodą, to znaczne 
ilości KN przechodzą do roztworu. Autor nie uzyskiwał jednak  takiego 
efektu w przypadku M ycobacterium phlei i Sarcina lutea. Te ostatnie 
wym agały  użycia bardziej drastycznych metod (57).

M a y e r  s i S p i z i z e n  (86) porównywali KN bakteriofagów otrzy

http://rcin.org.pl



212 W. DRABIKOWSKI, B. WISNIEW SKA [121

mane działaniem mocznika i detergentów. W  pierwszym przypadku otrzy
mane preparaty  w ykazują  stosunkowo niskie wartości lepkości a w y
dajność wynosi zaledwie 30%. Czas izolowania kwasu trwa przy tym 
ponad 12 godzin. Preparaty  uzyskane działaniem siarczanu dodecylu 
są wprawdzie bardziej zanieczyszczone, jednakże wykazują wyższą lep
kość i wyzyskuje się przy tym większą wydajność a czas trwania p repa
rowania trwa zaledwie 3 — 4 godz. (Porównawcze dane podano w tabli
cy II).

L e u t h a r d  i E x e r  (72) stosowali 50% mocznik do ekstrakcji 
KRN z mitochondrii wątroby. Pozostałe resztki białka wydzielano na
stępnie chloroformem.

V o l k i n  i C a r t e r  (111) wprowadzili użycie 2M chlorowodorku 
guanidyny do otrzymania KRN. Pod jego wpływem większość białek 
ulega rozpuszczeniu, podczas gdy kwas nukleinowy tworzy galareto
waty  żel. Resztę nieoddzielonego białka zarówno po działaniu mocznika 
jak  i guanidyny usuwa się z roztworu chloroformem. Metoda ta ma tę 
zaletę, że można działać roztworem guanidyny i mocznika bezpośrednio 
na tkankę, hamując z miejsca działanie rybonukleazy.

N e u r a t h  i G r e e n s t e i n  (91) spostrzegli, że przy działaniu 
soli guanidyny na białka istotny wpływ na powstawanie kompleksu ma 
również anion. Najaktywniejszymi okazały się sole kwasów chlorowco- 
wodorowych guanidyny, podczas gdy siarczany, węglany i octany raczej 
hamowały denaturację (91).

Jeszcze do dziś niekiedy stosuje się działanie alkalii i wysokiej tem 
pera tu ry  do izolowania KN z bakterii. . C o h e n  (26, 27, 28) otrzymy
wał KRN z wirusów działając 5% NaOH na zimno przez 2 godz. lub 
ogrzewając zawiesinę wirusa w 0,1M NaCl do 100° przez 1 min. w pH 5,6 
a następnie odwirowywał skoagulowane białka. Ciężar cząsteczkowy 
otrzymanego kwasu wynosił w pierwszym wypadku około 15 tys., w dru
gim 150 tys. Podobne wyniki z ługiem sodowym otrzymał L o r i n g (79).

S m i t h  i W a y t t  (102) podają, że IM NaOH w temp. 37° nie po
woduje zasadniczych zmian w składzie puryn i pirymidyn KDN.

Autorzy otrzymywali KN z Escherichia coli, M ycobacterium tuber- 
culosi i bakteriofaga T2 i T5. Po hydrolizie alkalicznej strącali białko 
w pH 4 alkoholem, a resztki usuwali chloroformem.

Do odbiałczania KN drobnoustrojów jak  i tkankow ych używano rów
nież dezoksycholanu sodu (18).

Enzymy proteolityczne znalazły stosunkowo małe zastosowanie do 
odbiałczania KN. B o i v i n e (9) używał do tego celu pepsyny działa
jąc nią w pH 2,0, a M a v e r  i G r e c o  (85) katepsyny w pH 3,8 i 5,8. 
O trzymane produkty wykazywały jednak  znaczny stopień depolimery- 
zacji.
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Dawne m etody bezpośredniego izolowania kwasu nukleinowego z ma
teriału biologicznego wyszły już prawie z użycia. Pewne znaczenie po
siada jeszcze metoda C l a r k a  i S c h r y v e r a  (24) opracowana przez 
J a v i l l i e r a  i A l l a i r a  (54). Tkankę odlipidowaną ogrzewa się 
z 10% NaCl. Powoduje to rozpad wiązania białko-kwas nukleinowy i ten 
ostatni przechodzi ilościowo do roztworu. Oczywiście otrzymany w ten 
sposób kwas jest zdepolimeryzowany. Tego rodzaju odbiałczanie stoso
wała w ostatnich latach szkoła Khouvine do otrzymania KN z a typow e
go nabłonka szczura (67, 65) i z drożdży (66), oraz B e n d i c h (6) do ba 
dań niejednorodności KDN. Należy wspomnieć, że wiele NP wirusowych 
okazało się jednak  odpornych naw et na gorący roztwór chlorku sodu.

Kwasy nukleinowe, względnie ich sole w ytrącane są z roztworu przez 
dodanie alkoholu etylowego. Rzadziej stosuje się zakwaszanie roztwo
ru do pH około 1,0 przy pomoicy kwasu solnego, co powoduje szyb
ką depolimeryzacją kwasu nukleinowego. Do w ytrącania stosowano 
dawniej także sole Cu (4) i La (31, 32, 20, 110), a ostatnio J o n e s  badał 
użycie do tego celu soli Mn i Pb (36).

Po w ytrąceniu  KN odwadnia się alkoholem i eterem, zaś w przypad
ku prepara tów  otrzymanych detergentami, acetonem i następnie suszy 
pod zmniejszonym ciśnieniem. Niektórzy autorzy zalecają łagodne su
szenie na powietrzu, co ma zapobiegać depolimeryzacji. Ostatnio co
raz częściej stosuje się liofilizację roztworu KN szczególnie (bakteryj
nych (19, 85, 114, 109).

Aby usunąć resztki zanieczyszczeń stosuje się wielokrotne rozpusz
czanie i w ytrącanie  KN bądź przez kolejne alkalizowanie i zakwaszanie 
środowiska (74, 92), (co powoduje jednak  w pewnym stopniu depolime- 
ryzację), bądź przez rozpuszczanie kwasu w molarnym NaCl i ponowne 
wytrącanie  alkoholem. W  ten sposób można się pozbyć częściowo za
nieczyszczeń związkami mineralnymi, a w przypadku bakterii, również 
i polisacharydów (3). W szystkie niskocząsteczkowe związki oraz sole 
mineralne można usunąć poprzez dializę (19, 109, 114, 103). Glikoproteidy 
stanowiące zanieczyszczenie KN bak tery jnych  B o i v i n oddzielał przez 
wielokrotne w ytrącanie  NP w pH 3,5 i rozpuszczanie w węglanie so
du (9). KN, o trzym any działaniem Cetavlonu na Sarcina lutea wytrącał 
J o n e s  z 20°/o roztworu alkoholu 0,5 do IM chlorkiem wapnia. Znacz
na część polisacharydów pozostawała przy tym usunięta, tak, że zaw ar
tość fosforu wzrastała  z 7,9 do 8,4%. Kwasów nukleinowych z Mycobac-  
terium tuberculosi i M ycobacterium phlei  nie udało się jednak w ten 
sposób oczyścić.

Subtelna m etodyka badań składu KN wym aga do analizy jak  naj
czystszych preparatów. W prawdzie metoda M i r s k y ' e g o  i P o i l i -  
s t e r 'a pozwala na rozdzielenie obu kwasów, to jednak  KDN pozbawio
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ne zanieczyszczeń kwasem rybonukleinowym otrzymuje się, jak  już 
wspomniano, w przypadku tylko niewielu tkanek  np. grasicy (117). 
W  większości tkanek  pewne zanieczyszczenia KRN stale pozostają mimo 
wielokrotnego działania 0,14M chlorkiem sodu. Z metod pozwalających 
na rozdzielenie obu kwasów okazały się przydatne takie jak: elektrofo
reza, frakcjonowanie przy użyciu soli wapnia (jednak niezbyt dokład
ne) (22), oraz oczyszczenie KDN przez działanie rybonukleazy i oczysz
czenie KRN przez działanie dezoksyrybonukleazy (117). Przy trawieniu 
nukleazami KN ulegają jednak wtórnemu zanieczyszczeniu białkiem. 
KRN można usunąć również przez dializę w środowisku alkalicznym
o pH 13,5 w temp. 30°. Jednakże KDN ulega wówczas również częścio
wej depolimeryzacji (23). Z a m e n h o f  i C h a r g a f f  opisali deli
katną metodę usuwania śladów KRN z KDN. Z obu kwasów nukleino
w ych rozpuszczonych w 0,14M NaCl tylko KRN adsorbuje się ilościowo 
na węglu aktyw nym  (117). Do metody tej wprowadził J o n e s  przy 
rozdzielaniu KN bakteryjnych, modyfikację pozwalającą na odzyskanie 
zaadsorbowanego KRN przez eluowanie węgla roztworem fenolu (36). 
Jednocześnie opracował on nowy sposób rozdzielania NP korzystając 
z różnic rozpuszczalności kompleksów Cetavlonowych w  różnych stę
żeniach NaCl. DNP w ytrąca  się z 0,5M roztworu NaCl w temp. 0° 2% 
Cetavlonem, a RNP można następnie wytrącić z przesączu przez rozcień
czenie tego ostatniego do stężenia 0,3M NaCl.

Ostatnio coraz częściej ukazują się prace dotyczące frakcjonow a
nia KN różniących się między sobą nie tylko składnikiem cukrowym, 
lecz również składem puryn i pirymidyn, oraz różnym ciężarem cząstecz
kowym. KRN o różnym ciężarze cząsteczkowym otrzymywał M a 11 et- 

t e  i Ł a m a n a  frakcjonując p repara ty  alkoholem (83). B r o w n  i W  a t- 
s o n (10) przy badaniach niejednorodności KDN uzyskali rozdzielenie 
na poszczególne frakcje. Autorzy działali różnymi stężeniami NaCl na 
kolumny zawierające wysycony histonem żel krzemionkowy. Stwierdzili 
jednocześnie, że związany na kolumnach KRN daje się eluować 0,4M 
NaCl. Metoda ta może więc służyć do oddzielania KRN od KDN, gdyż 
przy tym stężeniu NaCl ten  ostatni jeszcze nie zostaje wyeluowany.

Reasumując dotychczasowe doświadczenia nad izolowaniem NP i KN 
z tkanek  zwierząt i wyższych roślin należy stwierdzić, że obecnie naj
powszechniej stosowaną jest ekstrakcja  roztworami NaCl lub wodą 
w temp. 0°. Działanie enzymów w trakcie preparow ania  zostaje hamo
wane przez dodatek inhibitorów. KN uzyskuje się przez odbiałczanie 
nukleoproteidów przy pomocy chloroformu lub detergentów, coraz po
wszechniej wchodzących w życie. Te ostatnie odznaczają się tym, że 
przy stosunkowo krótkim czasie działania i łatwej do stosowania tech
nice, pozwalają na uzyskanie wysoko spolimeryzowanych preparatów
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o zachowanej strukturze, dużym stopniu czystości i przy jednocześnie 
znakomitej wydajności. Celem otrzymania KN z bakterii lub wirusów, 
rzadziej z tkanek  zwierzęcych wykorzystuje się jeszcze nadal dysocju
jące własności mocznika i guanidyny w połączeniu z odbiałczaniem chlo
roformem. Coraz mniej stosuje się natomiast hydrolizę alkaliczną lub 
podwyższoną temperaturę. Często w pracy nad izolowaniem KN mikro
organizmów musimy uciekać się do uprzedniego zniszczenia błony ko
mórkowej, by umożliwić przedostanie się roztworu ekstrahującego w głąb 
komórki.

J a k  wynika z powyższego przeglądu technika otrzymania nukleopro- 
teidów i kwasów nukleinowych posunęła się w ostatnich latach wybit
nie naprzód. Preparaty  otrzymywane dziś są napewno bliższe stanowi 
w jakim znajdują się w komórce, niż prepara ty  otrzymywane dawniej. 
Mimo to nie m amy nadal pewności, czy w trakcie otrzymywania nie za
chodzą jakieś zasadnicze zmiany. Ostatnie lata, zapoczątkowujące ba
dania nad niejednorodnością zarówno kwasów nukleinowych jak i kom
ponenty  białkowej nukleoproteidów zmuszają nas do szukania jeszcze 
innych metod, pozwalających na skalę prepara tyw ną frakcjonować nu- 
kleoproteidy i kw asy nukleinowe.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T O M  II  1956 Z E S Z Y T  2

WI TOLD DRA BI KÓW SK1

Budow a białek  w chodzących w skład nukleoproteidów

W  pierwszym klasycznym okresie rozwój badań nad białkami nukleo
proteidów wyprzedzał badania nad kwasami nukleinowymi. Prace w y
konyw ane wówczas polegały głównie na opracowaniu metod wydzie
lania białek oraz na oznaczaniu ich składu aminokwasowego. W  ostat
nich latach zajmowano się może nieco mniej zagadnieniem komponenty 
białkowej, niż samymi kwasami nukleinowymi, mimo to jednak  obok 
w ykrycia  heterogenności kwasów nukleinowych coraz bardziej zaryso
wuje się pogląd o niejednorodności związanych z nimi białek. W ydaje  
się, że dziś nie można już mówić o jednym  (białku jako o składniku nu- 
kleoproteidu, ale o całej grupie białek, wykazujących co najwyżej ce
chy wspólne, ale różniące się składem i częściowo własnościami fizyko
chemicznymi.

Pierwszym badaczem, który w r. 1874 wyizolował ze spermy łoso
sia substancję białkową połączoną z kwasami nukleinowymi i nadał tej 
grupie białek nazwę protam in był M i e s c h e r (32). K o s s e 1 badając 
w dziesięć lat później jądra  erytrocytów  ptasich znalazł tam również 
zasadowe białka, bardziej złożone niż protam iny M i e s c h e r a ,  k tó
rym nadał nazwę histonów (27).

Szkoła K o s s e l a  prowadziła w następnych latach długotrwałe pio
nierskie prace nad zbadaniem składu i własności protamin i histonów. 
Mimo że otrzymane dane analityczne w świetle badań współczesnych 
często nie wytrzym ują krytyki wskutek stosowania wówczas nie dość 
dokładnych metod, to jednak  wkład K o s s e l a  w tej dziedzinie jest 
bez wątpienia ogromny. Jego monografia w ydana w r. 1928 (28) do dziś 
jeszcze oddaje usługi, tym bardziej, że nikt do tej pory  nie pokusił się
o opracowanie podobnej, unowocześnionej monografii.

Protaminy są charakterystycznym i białkami nukleoproteidów sper
my ryb. Do lat ostatnich uważano, że nie w ystępują  one u wyższych krę
gowców. Ostatnio w r. 1953 F i s c h e r  i K r e u z e r  (17) stwierdzili, 
że komponenta białkowa spermy koguta tzw. gallina jest też typową

[219]
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protaminą, wbrew twierdzeniu D a l y e ^ g o  i wsp. (9), że gallina jest 
białkiem o własnościach i składzie pośrednim między protaminami a hi- 
stonami. D u i j n  (13) w r. 1954 doniósł^ że przynajmniej część KDN 
w plemnikach ludzkich jest związana z protaminą. U roślin b rak  jest p ro ta 
min. Najdokładniej zbadane są dwie protaminy: klupeina ze śledzia i sa- 
lmina z łososia. Otrzymuje się je  klasycznymi metodami przez eks
trakcję  odlipidowanych główek spermy kwasami mineralnymi. Z roz
tworu kwaśnego strąca się etanolem siarczan protam iny najpierw  w po
staci oleju, który następnie krzepnie. Można również izolować protam i
ny przez wysolenie lub w postaci pikrynianów. Po zawieszeniu pikry- 
nianu w metanolu i przepuszczeniu gazowego chlorowodoru otrzymuje 
się chlorowodorki estru metylowego protamin.

Protaminy są białkami o bardzo nieskomplikowanej budowie. Ich cię
żar cząsteczkowy wynosi około kilku tysięcy (37. 15, 46). Posiadają cha
rak ter silnie zasadowy, a ich punkt izoelektryczny leży w granicach 
pH 11 — 12. Zawartość argininy wynosi do 90°/o*). Prócz argininy stw ier
dzono występowanie zaledwie kilku innych aminokwasów. Salmina

zawiera izoleucynę, walinę gliko- 
kol, alaninę, prolinę i serynę (33, 
46, 21, 2,7). Klupeina różni się tym 
od salminy, że zawiera zamiast 
glikokolu treoninę (2, 15). Ilości 
innych aminokwasów poza argi- 
niną są niewielkie. Dla przykładu 
podajem y wyniki prac C o r f i e 1- 
d a  i R o b s o n a  z r. 1953 nad 
składem aminokwasowym salmi
ny (tablica 1).

Końcowymi grupami amino- 
kwasowymi klupeiny jest prolina, 
niekiedy seryna (15, 36, 48).

Drugim typem białek w cho
dzących w skład nukleoproteidów 
są histony. Są one charaktery

stycznym składnikiem dezoksyrybonukleoproteidów tkanek  somatycz
nych zwierząt i wyższych roślin. W ystępują  również niekiedy w  komór
kach rozrodczych zwierząt np. w spermie jeżowców (1). Są to białka
o budowie o wiele bardziej złożonej niż protaminy. Posiadają również 
charakter zasadowy. Ich punkt izoelektryczny leży w pH około 10 — 11,

T a b l i c a  1

Skład am inokw asow y sa lm iny  (wg C o r- 
f i e l d a  i R o b s o n a  (7).

°/o zaw . N  a- 
m inokw asu  
w  stosunku  

do N  b ia łk o
w eg o

ilość  rów 
n ow ażn ik ów

arginina 89,8 50
izo leu cy n a 0,44 1
alanina 0,45 1
w alina 1,40 3
g licyn a 1,80 4
seryna 3,12 7
prolina 2,70 6

*) W szy stk ie  dane w  n in iejszej pracy dotyczące  %> zaw artości am inokw asów  p o 
dane są w  ob liczen iu  na azot.

http://rcin.org.pl



[3] BUDOWA BIAŁEK WCHODZĄCYCH W SKŁAD NUKLEOPROTEIDÓW 221

a ciężar cząsteczkowy wynosi do 20000 (3). Jak  to wynika z ostatnich 
prac B u t l e r a  i wsp. przynajmniej niektóre z nich mogą tworzyć dime- 
ry, lub większe agregaty (5).

Do izolowania histonów służą dziś dwie drogi. Jedną jest oddzie
lanie histonu od kwasu nukleinowego po uprzedniej ekstrakcji nukleo- 
proteidu roztworami soli lub wodą bezpośrednio z homogenatu tkanki. 
Poprzez łagodną hydrolizę kwasami mineralnymi uzyskuje się w ytrące
nie KDN, a histon pozostaje w  roztworze. W ydziela się go następnie 
przez doprowadzenie roztworu do punktu izoelektrycznego bądź przez 
dodatek  alkoholu, bądź acetonu lub przez wysolenie. Drugą metodą jest 
ekstrakcja  nukleoproteidu, lu|b bezpośrednio histonu z izolowanych 
uprzednio jąder  komórkowych. Posiada to jednak  tę niedogodność, że 
naw et już słabe kwasy, używane często do izolowania jąder  mogą czę
ściowo rozpuszczać histony. B u t l e r  (4. 6) próbował wprowadzić nową 
technikę izolowania histonów. Dezoksyrybonukleoproteidy są w roztwo
rach  soli o dużej sile jonowej zdysocjowane i dodatek alkoholu o koń
cowym  stężeniu 30% do takiego roztworu powoduje wytrącenie histo
nów z pozostawieniem kwasu nuklei
nowego w roztworze. Metoda okazała 
się jednak  niedogodna ze względu na 
proteolityczne działanie katepsyn w 
obojętnym środowisku (6). Niezależnie 
od B u t l e r a  technikę powyższą 
wprowadzili G r e g o i r e  i L i m o z i n  
(19) stosując jednak  o wiele dłuższy 
czas dysocjowania nukleoproteidu.

W  składzie aminokwasowym histo
nów przeważają aminokwasy zasado
we. Zawartość argininy wynosi do 30%
(3), a lizyny do kilkunastu °/o (19, 20).
Ogólnie należy stwierdzić, że histony 
zawierają  prawie wszystkie aminokwa
sy (tablica 2).

Jedynie  kwestią sporną pozostaje 
sprawa występowania w nich trypto- 
fanu, metioniny i cystyny. Jedni auto
rzy nie znajdują ich wcale, inni w ykry 
w ają  zawsze niewielkie ale zdefinio
wane ilości, choć nieraz przypisują za
nieczyszczeniom.

S t e d m a n i  S t e d m a n  (44) uw a
żali b rak  tryptofanu za kryterium czy

T a b l i c a  2
Skład am in ok w asow y frakcji P h is to 
nu gra sicy  ( G r e g o i r e  i L i m o 
z i n  (19), (w artości podano w  °/o azo
tu am in ok w asow ego  w  stosunku do 

azotu b ia łk o w eg o ’ .

g licy n a 5,8
alanina 6,0
w alina 4,35
leu cyn a 10,7
prolina 2,1
fenyloa lan in a 1,3
cy ste in a -cy sty n a 0,25
arginina 26,0
h istyd yna 2,6
lizyna 13,2
kw . asp araginow y 4,1
kw . g lu tam inow y 4,9
azot am idow y 6,4
seryna 3,4
treonina 3,2
tyrozyna 2,1
tryptofan 0,25 m a k s.[
m etion ina 0,45

Razem 97,10
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stości histonów H a r p e r  i M o r r i s  (22) w histonie erytrocytów 
ptasich nie wykrywali tryptofanu, potwierdzając dane D a l y ' e g o  (9), 
znaleźli go natomiast w histonie wątroby. E n g b r i n g  i L a s k o w s k i  
(14) stwierdzali obecność tryptofanu w histonie erytrocytów  ptasich, 
a D a v i s o n  i L a v r i e  (11) w histonie grasicy. K h o u v i n e  (23) nie 
znajdowała tryptofanu w histonach atypowego nabłonka szczura. D a ł y
(9) nie znalazł metioniny, podczas gdy H a r p e r  i M o r r i s  (22) w ykry 
wali stale małe jej ilości. ,

Również B r u n i s c h  (3) i D a ł y  i M i r s k y  (10) znajdowali w hi
stonach grasicy metioninę. H a m e r (20) nie stwierdził obecności cy
styny w histonie grasicy, a G r e g o i r e  i L i m o z i n  (19) wykrywali 
w nim zawsze pewne ilości zarówno aminokwasów zawierających siar
kę, jak  i tryptofanu (choć obecność tego ostatniego skłonni byli przypisać 
zanieczyszczeniom).

Jak  widać z powyższych danych zagadnienie składu aminokwaso- 
wego omawianych białek nie zostało jeszcze rozstrzygnięte. Omawiając 
ten problem D a v i s o n  (12) stwierdza, że histony jako klasa charak
teryzują się właściwie obecnością wszystkich aminokwasów z w y ją t
kiem być może cystyny.

Stosowane dawniej metody izolowania komponenty białkowej nu
kleoproteidów pozwalały w efekcie otrzymać całe białko obecne w kom
pleksie. O trzym ywane dane analityczne były właściwie danymi średni
mi. W  ostatnich latach podjęto badania nad następującymi zagadnienia
mi: czy histony i protaminy są jednorodne, czy też w obrębie nawet jed 
nej i tej samej komórki w ystępuje obok siebie szereg białek o wspól
nym charakterze histonów czy protamin ale różniących się własnościa
mi i składem aminokwasowym. Czy histony i protam iny są jedyną kom
ponentą białkową jąder kom órkowych i dezoksyrybonukleoproteidów, 
a jeżeli nie to jakie ewentualnie jeszcze typy białek mogą w nich w y
stępować?

Materiałem do badań były zarówno dezoksyrobonukleoproteidy otrzy
mane z całych tkanek, jak  i izolowane jądra komórkowe. D a v i s o n  
i wsp. (12) uważają, że żeby rozwiązać to zagadnienie należy rozpatry
wać wszystkie białka zawarte w jądrach, ponieważ nie ma nigdy pew 
ności, czy niektóre z białek związane z KDN nie ulegają wypłukiwaniu 
w trakcie  izolowania nukleoproteidów.

Już kilka lat temu wykazano, że wyniki analiz podawane przez róż
nych autorów dla histonów tej samej tkanki wykazują większe różni
ce, niż pozwalałby na to sam błąd metody oznaczania. D a ł y  (9) a rów 
nież i H a r p e r  (22) uważają, że odchylenia mogą pochodzić od rzeczy
wistych różnic w naturze histonów, od zanieczyszczeń lub ewentualnego 
rozpadu histonów w trakcie ekstrakcji, lub też tkwić w nieznacznych
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różnicach metody, rezultatem czego jest ekstrakcja różnych frakcji z ca
łej rodziny histonów podobnych do siebie. K h o u v i n e  (23) uważa, że 
dwa histony nie mogą być porównywalne, jeżeli ani one ani nukleopro- 
teidy, z k tórych pochodziły nie były otrzymywane tą samą metodą.

Za niejednorodnością histonów i protamin przemawia coraz więcej 
danych. Już wcześniej S t e d m a n  i S t e d m a n  (42, 43) rozdzielali 
e tanolem protam iny i histony na dwie frakcje różniące się składem ami- 
nokwasowym, F e l i x  wykazał (38, 39) na drodze ultrawirowania i e lek
troforezy, że klupeina składa się z wielu frakcji różniących się ciężarem 
cząsteczkowym i składem aminokwasowym. Tak np. aminokwasy w y 
stępujące w niewielkim stężeniu jak  izoleucyna i treonina znajdowały się 
nie w każdej frakcji (39). Salmina okazała się również niejednorodną (16).

Do frakcjonowania protamin zastosowano również rozdział przeciw- 
prądow y (39a), wymieniacze jonowe i rozdział na ziemi okrzemkowej (51) 
i stwierdzono występowanie dwu składników głównych, z których każ
dy składa się z wielu pojedynczych frakcji. W a l d s c h m i d t - L e i t z  
(47, 48) wydzielił z klupeiny komponentę białkową nie zawierającą w koń
cowej grupie proliny. To białko rozdzielił na frakcje, z których jedna 
nie zawierała w ogóle izoleucyny a bardzo niewiele treoniny, podczas 
gdy druga była bogata w izoleucynę.

Szereg autorów stwierdziło homogenność histonów drogą ultrawiro
wania (3) i rozdziału elektroforetycznego, lub uważało, że znajdowane 
często frakcje są artefaktem powstałym na skutek bądź to częściowej 
denaturacji, bądź częściowej preteolizy. Inni donoszą o kompleksowoś
ci histonów nie wywołanej powyższymi zjawiskami. B u t l e r  i wsp. 
(6) badając w r. 1954 w ultrawirówce i elektroforezie histon grasicy, 
stwierdzili występowanie dwóch składników. G r e g o i r e  i L i m o  z i n  
(19) rozdzielali histon grasicy na dwie frakcje. Histony te otrzymali po 
wydzieleniu KDN etanolem ze zdysocjowanego nukleoproteidu. Jedna 
z frakcji tzw. P, wypadała z roztworu po usunięciu alkoholu, druga, tzw. 
S, pozostawała w roztworze. Stosunek wzajemny obu frakcji był zmien
ny. Frakcja P wynosiła średnio 50 — 75% całości i była elektroforetycz- 
nie jednorodna. Frakcja S wykazała w elektroforezie trzy składniki. Skład 
aminokwasowy obu frakcji różnił się znacznie. Tak np. frakcja P zawie
rała 26% argininy i 13% lizyny (tablica 2), podczas gdy frakcja S miała 
tylko 15% argininy i 21% lizyny.

Podawane w literaturze rozbieżności w składzie aminokwasowym hi
stonów, nawet tej samej tkanki G r e g o i r e  i L i m o z i n  tłumaczą, 
właśnie tym, że zależnie od procedury otrzymuje się. obie frakcje histo
nów w zmiennych proporcjach. Potwierdzałby to fakt, że histony z a ty 
powego nabłonka szczura, otrzymane z DNP wytrącanego przez roz
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cieńczenie wodą różnią się składem od histonów pochodzących od DNP, 
w ytrąconych chlorkiem wapnia (25) (tablica III).

W  roku 1955 D a ł y  i M i r s k y  (10) ogłosili wyniki badań nad roz
działem histonów grasicy. Autorzy stwierdzili, że amoniak w pH 10,6

T a b l i c a  3

Skład am inokw asow y h iston ów  a ty p o w e
go nabłonka szczura w  za leżn ośc i od  
sposobu otrzym yw ania nu k leoproteidów  

(K h o u v  i n e i wsp. (25) (w artości poda
ne w  % N  am in ok w asow ego  w  stosunku  

do 100 g N  b ia łkow ego)

w oda CaCl2

arginina 25,7 15,1
lizyna 10,9 15,0
h istyd yna 3,7 6,4
kw . g lu tam inow y 6,1 3,7
kw . asparaginow y 3,7 6,7
fenyloa lan in a 1,5 1,3
tyrozyna 1,6 3,5
g licy n a 6,2 6,3
seryna 4,3 0,8
treonina 3,3 1,5
alanina 5,5 9,1
prolina 3,7 2,0
w alina 4,1 7,6
leu cyn a-izo leu cyn a 10,3 12,6
m etion ina 0,3 —
cy ste in a -cy sty n a 0,3 0,1
azot am idow y 5,5 11,5

R azem 96,7 103,2

W  k o lu m n ie  I  „ w o d a “ p o d a n o  s k ła d  h i 
s t o n ó w  o t r z y m a n y c h  z n u k le o h is t o n ó w  
w y t r ą c o n y c h  p r z e z  r o z c ie ń c z o n ą  w o d ę ,  
a w  k o lu m n ie  II  s k ła d  h is t o n ó w , o t r z y 
m a n y c h  z n u k le o h is t o n ó w , w y t r ą c o n y c h  

c h lo r k ie m  w a p n ia .

wytrąca tylko część białka, a m ia
nowicie histon bogaty  w argininę. 
W  roztworze pozostaje histon bo
gaty w lizynę. Z drugiej strony 0,5 M 
NaCl z dodatkiem 0,05 M kwasu cy 
trynowego ekstrahuje  z jąder w y 
łącznie frakcję, histonu bogatego w 
lizynę. Oba histony różnią się w y 
raźnie składem. Histon bogaty w a r 
gininę zawiera jej 28% oraz 13% li
zyny. Histon nie w ytrącający  się w 
pH =  10,6 zawiera 38% lizyny i ty l
ko 7% argininy, mniej metioniny od 
poprzedniego, cystyny i h istydyny 
nie zawiera zupełnie. Ostatni histon, 
tj. bogaty w lizynę oddysocjowuje 
łatwiej od kwasu dezoksyrybonu
kleinowego. O istnieniu histonów 
bogatych w lizynę doniesiono rów 
nież z innych pracowni. D a v i s o n  
i wsp. (12a) uzyskali przez frakcjo
nowanie acetonem i amoniakiem hi
ston elektroforetycznie jednorodny,
o dużej zawartości lizyny. C r a m p -  
t on i współ. (7a) rozdzielali histony 
na kolumnie z wymieniaczy jono
wych i wykazali istnienie kilku róż
nych histonów. Trzy z nich oczysz
czono, sprawdzono elektroforetycz
nie jednorodność i oznaczono skład 
aminokwasowy. Jedno z tych białek
(A) było niezwykle bogate w lizynę 
(38%) i alaninę (18%), charak te ry 

zowało się niską zawartością argininy (6,7%) oraz zupełnym brakiem 
cystyny i metioniny i co ciekawe histydyny. Pozostałe białka również 
różniły się składem aminokwasowym. W  obu brak było cystyny, metioni-
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na zaś występowała  jedynie w niewielkich ilościach. Białko B zawierało 
17°/o lizyny i 19,5% argininy, a białko C 24,8% lizyny i 12,3% argininy.

Od czasu kiedy w r. 1942 M e y e r  i G u l i c h  (31) jako pierwsi w y
izolowali z jąder  kom órkowych grasicy frakcję białka niezasadowego, 
m amy coraz więcej danych o naturze tych białek. S t e d m a n  i S t e d -  
m a n (41) w r. 1943 znaleźli w jądrach  rozmaitych tkanek  różnych rodzai 
zwierząt, zmienne ilości białka niezasadowego, nazwanego przez nich 
chromozominą. Z suchych odlipidowanych jąder  ekstrahowano kw asa
mi histony lub protaminy. Z pozostałości po usunięciu kwasu nukleino
wego uzyskano białko niezasadowe, zawierające tryptofan i s tosunko
wo dużo kwasu glutaminowego.

M i r s k y  i P o l l i s t e r  (35) po usunięciu rybonukleoproteidów 0,14 
M chlorkiem sodu, wyciągali 1 M chlorkiem sodu z homogenatów tkan 
kow ych kompleks nazwany przez nich chromozyną. W  skład chromo- 
zyny wchodziły: kwas dezoksyrybonukleinowy, histon i białko niehisto- 
nowe. To ostatnie nazwane przez autorów „pozostającym" (residual) 
otrzymano po wyciągnięciu histonów kwasem solnym z chromozyny, lub 
z mieszaniny białek wydzielonych z tego kompleksu chloroformem. By
ło to białko nierozpuszczalne w kwasach, podobne, choć nie identycz
ne z chromozominą S t e d m a n a  i S t e d m a n  a. Autorzy otrzymali 
chromozynę z materiału przeróżnego pochodzenia: z wielu tkanek  zwie- 
izęcych, ze spermy ryb, zarodków pszenicy, a nawet z pneumokoków, 
nie udało im się jednak  uzyskać jej ze spermy ssaków. W  następnej p ra 
cy (34) M i r s k y  i R i s badali białka zawarte w izolowanych chro- 
mozomach wielu tkanek. Po usunięciu z nich kwasem siarkowym histo
nów obraz m ikroskopowy nie ulegał zmianie. Natomiast po usunięciu 
KDN lub białka „pozostającego" struktura chromozomów uległa znisz
czeniu. Białko „pozostające” otrzymywano również z pozostałości po 
wyekstrahow aniu  z chromozomów KDN i histonów za pomocą 1 M 
NaCl. Autorzy stwierdzają, że białko „pozostające" jest w jądrach zwią
zane z kwasem nukleinowym, bowiem po usunięciu histonów 1 M NaCl 
w pH 2,9, KDN nie przechodzi do roztworu ani w pH 4 ani w pH 7, mimo, 
że w tym zakresie pH jest rozpuszczalny.

Niezasadowymi białkami zajmowali się również Z b a r s k i j i wsp. 
Autorzy po opracowaniu metody wyodrębnienia jąder komórkowych (52, 
53) rozdzielali białka jąder na trzy frakcje (54, 55). Jądra  ekstrahowano 
najpierw  1 M NaCl, a z pozostałości słabym roztworem ługu w yciąga
no kwaśne białko w ytrącające się po doprowadzeniu pH do 5 —- 5,3. 
Białko to zawierało około 2,5% tryptofanu i było analogiczne do chromo- 
zominy S t e d m a n a  i S t e d m a n a ,  ale w przeciwieństwie do tej 
ostatniej łatwo rozpuszczało się w zasadach. Procentowa zawartość jego
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zależała od typu tkanki. Tak np. w wątrobie człowieka wynosiła aż 
40—50% wszystkich białek. Trzecie białko pozostające po ekstrakcji za
sadami nie rozpuszczało się w żanym z badanych rozpuszczalników. Pod 
działaniem zasad ulegało tylko pęcznieniu. Białko to, nazwane przez 
autorów „pozostającym" różniło się. składem aminokwasowym tak od hi- 
stonów jak  i od białek kwaśnych. Nie zawierało np. zupełnie tryptofanu. 
Autorzy sądzą, że w jądrach  istnieje kompleks wszystkich tych trzech 
typów białek z kwasami nukleinowymi.

E n g b r i n g  i L a s k o w s k i  (14) trawili jądra  erytrocytów ptasich 
dezoksyrybonukleazą, a po trawieniu wyekstrahowali oni prócz frakcji 
histonowej, która okazała się niejednorodną, inne (białko rozpuszczalne 
w ługu. Te wyniki potwierdzałyby sugestie S t e d m a n a  i S t e d m a -  
n a  i M i r s k i'ego, że w jądrach komórkowych białka niehistonowe są 
również połączone z KDN. Na poparcie tej tezy można podać, że B e r n- 
s t e i n  i M a z i a  (1), badając komponentę białkową nukleoproteidów 
dezoksyrybozowych spermy jeżowca znaleźli tam w oczyszczonym już 
nukleoproteidzie 25% białka niehistonowego.

T h o m a s  i M e y e r  (45) badali białka plemników knura i barana. 
Dezoksyrybonukleoproteid nie ulega z tego materiału wyciąganiu roz
tworami chlorku sodu lub wodą, co potwierdza dane M i r s k  y 'e g o 
i P o 11 i s t e r 'a (37). Ekstrakcja 1 M NaOH usuwa z plemników wieprza 
dwie frakcje białkowe, strącające się w pH 6 i 4,5. Prócz tego w pozosta
łości znajduje się jeszcze jedno białko oraz większość kwasu nukleinowe
go. Autorzy stwierdzają, że plemniki zawierają a) protam iny lub histony 
b) białka ekstrahujące się alkaliami i wytrącające się w  środowisku 
kwaśnym, (frakcja ta odpowiadałaby białkom M e y e r a  i G u 1 i c h a, 
oraz białkom wyciąganym przez autorów ługiem), c) nierozpuszczalną po
zostałość zawierającą kwas nukleinowy i białko odpowiadające białkom 
M i r s k y ‘ego,  P o l l i s t e r ‘a i S t e d m a n ó w .

Ta sama pracownia badając jądra wątroby oraz „chromozomy" izolo
wane metodą M i r s k  y'ego i R i s a (34) znalazła po wyciągnięciu nu- 
kleohistonów 1 M NaCl frakcję białkową ekstrahującą się zasadami, 
analogiczną do frakcji otrzymywanej z plemników (50).

D a ł a m  i T h o m a s  (8) donieśli o izolowaniu z główek plemni
ków ssaków za pomocą 0,14 M NaCl w pH 9 lipoproteidu, w skład którego 
wchodzi białko niezasadowe. Później W  a n g i wsp. (49) otrzymali rów
nież lipoproteidy z jąder wątroby i innych tkanek  oraz z erytrocytów 
ptasich. Lipoproteid z wątroby był wyciągany 1 N NaOH z jąder ko
mórkowych po usunięciu 1 M chlorkiem sodu nukleohistonu. Był on 
nierozpuszczalny w pH około 6. Lipidy, w skład których wchodziły rów
nież fosfolipidy i cholesterol, można było usunąć gorącym alkoholem, 
ale n ie  eterem. Autorzy uważają, że lipoproteid ten jest zasadniczo tą

http://rcin.org.pl



[9] BUDOWA BIAŁEK WCHODZĄCYCH W SKŁAD NUKLEOPROTEIDÓW 227

samą substancją, co chromozomina S t e d m a n  i S t e d m a n  (41) i biał
ka „pozostające" M i r s k y ' e g o  i R i s a  (34).

K h o u v i n e badała szczegółowo białka dezoksyrybonukleoprotei- 
dów atypowego nabłonka szczura, otrzymanych metodą M i r s k  y'ego 
i P o  11 i s t e r  a (35) przez ekstrakcję roztworem NaCl (23,25). Histony 
w ykazyw ały  elektroforetycznie obecność dwu składników. Po oddzie
leniu histonów, które stanowiły do 80% wszystkich białek pozostawał 
kompleks dezoksyrybonukleoproteidowy, w którym szukano chromozo- 
miny Stedmanów. Autorzy otrzymali dwie frakcje białek niehistonowych, 
zaw ierających tryptofan. Jedno z nich, być może odpowiednik chromo-
zominy, stanowiło 8%  całego białka 
kowych z osobna, ale całość białek 
otrzym anych po usunięciu histonów 
— czyli tzw. białka ,,żelu Sevaga" 
tj. białka w ytrącone z roztworu 
przez wstrząsanie z chloroformem. 
W  przeciwieństwie do histonów za
wierają  tryptofan i zachowują ten 
sam skład niezależnie od procedury 
izolowania nukleoproteidu (tabl. 4).

Autorzy sądzą, że istnieje cała 
grupa białek niehistonowych i dla
tego zależnie od procedury, otrzy
muje się białko bardziej podobne do 
chromozominy, lub do białka „pozo
stającego".

Dezoksyrybonukleoproteidy z 
grasicy według ostatnich badań 
B u t l e r a  (6) i K h o u v i n e  (19) 
nie zawierają praktycznie biorąc bia
łek  nie ekstrahujących się kwasami 
mineralnymi.

Mimo niewątpliwych osiągnięć 
nie wiemy do dziś nic pewnego o na
turze tych niezasadowych białek, 
jak  również nie mamy pewności, 
czy są one związane w jądrze ko
mórkowym z kwasem dezoksyrybo
nukleinowym.

Przechodząc do omówienia kom
ponenty  białkowej cytoplazmatycz- 
nych rybonukleoproteidów trzeba

Nie analizowano obu frakcji biał-

T a b l i c a  4

Skład am in ok w asow y b ia łek  n iezasad o
w ych z a typ ow ego  nabłonka szczura  

(K h o u v  i n e i wsp. (25)) 
(Zaw artości podane w  %> azotu am ino
k w a so w eg o  w  stosunku do azotu b ia łk o

w ego)

A m in o k w a s A B

Arginina 22,2 22.8
Lizyna 10,0 10,1
H istydyn a 3,6 3,1
Kw. g lu tam inow y 5,2 5,4
Kw. asp araginow y 8,7 8,8
F en yloa lan ina 6,4 6,5
T yrozyna 1,8 2,0
G likokol 9,2 8,6
Seryna 2,5 2,0
Treonina 6,2 6,7
A lanina 4,3 4,3
Prolina 1,8 0,9
W alina 7,7 6,9
L eucyna-izo leucyna 6,3 5,8
M etionina _ _
C y styn a-cyste in a 0,7 0,5
Tryptofan 0,5 0,3
A zotam id ow y 0,9 0,9

98,0 95,6

A  — s k ła d  a m in o k w a s o w y  b ia łe k  o t r z y 
m a n y c h  z  d e s o k s y r y b o n u k le o p r o t e i -  
d ó w  s t r ą c o n y c h  p r z e z  r o z c ie ń c z e n ie  
w o d ą .

B  — skł<ad a m in o k w a s o w y  b ia łe k  o t r z y m a 
n y c h  z  d e s o k s y r y b o n u k le o p r o t e id ó w  
s t r ą c a n y c h  C a C l2-
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zaznaczyć, że była ona dotąd niewiele badana i nasze wiadomości o jej 
naturze są bardzo skąpe. Jeszcze w r. 1945 G r e n s t e i n  (18) pisał, że 
poza białkami nukleoproteidów wirusowych badano tylko białka nukleo
proteidów wątroby. O białkach rybonukleoproteidów roślinnych do dziś 
zresztą prawie nic nie wiemy.

Jedynie  B i e ł o z i e r s k i j  (la) wykazał, że w kom órkach roślin
nych i baktery jnych  w skład nukleoproteidów wchodzą białka o p u n k 
cie izoelektrycznym leżącym po stronie kwaśnej.

Z prac lat ostatnich nad białkami RNP omówimy z powodu ogra
niczonych ram referatu tylko badania K h o u v i n e i wsp. nad białka
mi rybonukleoproteidów drożdży i atypowego nabłonka szczura (24, 40). 
Białka te są również niejednorodne. Nie są one histonami, nie dają się 
.ekstrahować kwasem solnym i należą do globulin, choć w ykazują  w sto
sunku do nich pewne różnice. Z drożdży przez wyciąganie NaHCO:} 
i frakcjonowane strącanie uzyskano trzy rybonukleoproteidy, różniące 
się punktem izoelektrycznym (26). Po usunięciu z nich kwasów nuklei
nowych otrzymano trzy białka, zawierające wszystkie zasadnicze amino
kwasy. Stosunki ilościowe poszczególnych aminokwasów foyły jednak  
w tych białkach różne. W skutek  tego jedno z n ich  jest kwaśne, drugie 
obojętne, a trzecie słabo zasadowe. Podajemy przykładowo różnicę o za
wartości kilku aminokwasów w powyższych białkach:

12,3 5,9 19,3
arginina 8,1 6,4 11,0
lizyna 9,7 8,8 8,5
histydyna Białko A Białko B Białko C

Autorzy sądzą, że wyizolowali spośród wielu prawdopodobnie obec
nych w komórce powyższe trzy rybonukleoproteidy.

Nukleoproteidy rybozowe otrzymane z ekstraktów 0,14 M NaCl z a ty 
powego nabłonka szczura również dawały się frakcjonować (24- 25). 
Białka tych nukleoproteidów rozdzielono na trzy frakcje, zależnie od roz
puszczalności w HC1 i NaOH. Nie są one histonami, a punkt izoelektrycz- 
ny jednego z nich leży np. w pH 5,2. W szystkie różnią się między so
bą zawartością aminokwasów (tabl. V).

Powyższy krótki zarys badań nad komponentą białkową nukleopro
teidów wskazuje na to, że mimo długoletnich prac, stosunkowo słabo 
znamy rzeczywisty obraz nukleoproteidów w komórce.

W  latach ostatnich C h a r g a f f  i wsp., B r o w n  i W a t s o n ,  L u c y  
i B u t l e r  udowodnili, przy użyciu różnych metod badawczych, hetero- 
genność kwasów nukleinowych. W yniki tych badań zostaną szczegóło
wo omówione w referacie o budowie nukleoproteidów. Tu wspomnimy
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tylko o niedawno ogłoszonych próbach frakcjonowania całych dezoksy- 
rybonukleoproteidów, a nie tylko ich składników. L u c y  i B u t l e r  (29) 
donieśli o uzyskaniu szeregu frakcji 
nukleoproteidów z nukleohistonu 
zdenaturowanego chloroformem. W  
kolejnych wyciągach 0,6 M chlor
kiem sodu z takiego żelu chlorofor
mowego zmienia się nie tylko sto
sunek zasad azotowych w kwasach 
nukleinowych, ale również stosunek 
białka do kwasu nukleinowego. Nu- 
kleoproteidy otrzymane z p ierw 
szych wyciągów charakteryzują  się 
niższą procentową zawartością kw a
su nukleinowego. Ostatnio w r. 1955 
ci sami badacze donieśli (30), że w 
kolejnych wyciągach 0,6 M NaCl w 
skład DNP wchodzą coraz to inne 
białka. Badano stosunek zasadowych 
aminokwasów argininy i lizyny
i stwierdzono, że ulega on znacznej 
zmianie. W  białkach otrzymanych 
z kolejnych frakcji następował spa
dek zawartości lizyny, a wzrost argi
niny. Pokrywa się to z wynikami 
pracy D a l e  y 'ego i M i r s k  y 'ego
(10) nad frakcjonowaniem histonów.

W szystkie omówione przykłady 
zdają się świadczyć coraz bardziej
o tym, że cząsteczki nukleoprotei
dów są niezmiernie złożone i stanowią prawdziwy kompleks nie tylko 
wielu kwasów nukleinowych, ale wielu białek o podobnym, ale nie iden
tycznym charakterze.
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TO M  II  1956 ’ Z E S Z Y T  2

A L E K S A N D R A  PRZEŁĘCKA

Cytocheiniczne m etody oznaczania kw asów  nukleinow ych

Możliwości oznaczania nie tylko jakościowego ale i ilościowego roz
maitych związków występujących w komórce zależą przede wszystkim 
od metod, jakimi w danej chwili badacz rozporządza. Podobnie też, jak  
w innych dziedzinach wiedzy, równolegle z wprowadzaniem nowych spo
sobów badania pojaw iają  się szeregi nowych prac poświęconych uza
sadnieniu teoretycznemu i analizie krytycznej metodyki tych dociekań.

W  pracy swej cytolog — czy ściślej cytochemik musi się liczyć ze szcze
gólnie trudnymi, zupełnie specyficznymi warunkami badań. W  w ypad
ku kwasów nukleinowych ma się do czynienia z ilościami rzędu 10~5 [¿g 
gdy chodzi o KDN jąder, a nieraz jeszcze mniejszymi, gdy chodzi o KRN 
występujący w jąderku, czy ziarnistościach cytoplazmy — stąd w ym a
gana jest bardzo wysoka czułość przeprowadzanej reakcji. Odczynnik 
stosowany powinien być specyficzny, o ściśle znanym przebiega działa
nia. W arunek ten jest tym ważniejszy, że w badaniach cytochemicznych 
nie można doprowadzić do wyizolowania substancji badanej, lecz stw ier
dza się jej występowanie in situ, często w połączeniu, a zawsze 
w obecności innych, nieraz bardzo skomplikowanych związków. Przy 
badaniach wizualnych — w mikroskopie świetlnym — otrzym ywane pro
dukty reakcji muszą być barwne, nie mogą też one mieć zdolności ła t
wego dyfundowania poprzez tkankę, ponieważ w tedy nie można byłoby  
właściwie niczego powiedzieć o zlokalizowaniu danej substancji. Do
chodzi jeszcze — w olbrzymiej większości wypadków — konieczność 
badań na materiale utrwalonym — a więc właściwy wybór danego u trw a
lacza i techniki przygotowyw ania prepara tu  cytologicznego.

Poza tym jeszcze jeden bardzo istotny w arunek  — przebieg reakcji 
musi być łagodny, nie można stosować zbyt silnych środków, k tóre 
zniszczyłyby, względnie nawet tylko naruszyły badaną strukturę. Stąd 
szereg metod stosowanych w biochemii całkowicie odpada — jak  np. te&tj 
na KRN z orcyną, ponieważ wym agane w nim traktowanię^giateirafcaf 
HC1 stężonym w temperaturze 100°C niszczy c a ł k o w i e y s o
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W śród metod, którymi posługujemy się przy badaniach nad KN nie 
wszystkie spełniają wyżej wymienione warunki. Zwłaszcza sprawa spe
cyficzności przebiegu reakcji jest często niejasna. Szereg wprowadzo
nych na drodze czysto empirycznej barwień, charakterystycznych dla 
jąde r  komórkowych i ziarnistości cytoplazmatycznych dopiero w ostat
nich latach znajduje częściowe uzasadnienie teoretyczne. Tak wygląda 
sprawa stosowanych od przeszło pół wieku reakcji opartych na bazofil- 
ności wymienionych struktur. Obok jednak  tych testów, mało specyficz
nych  — stosowanych już dziś tylko dla ogólnego zorientowania się 
w  materiale  — rozporządzamy testami bardziej specyficznymi, o szero
kiej podbudowie teoretycznej i opartymi na nowych zdobyczach meto
dyki biochemicznej.

Ogólnie można wśród metod oznaczania cytochemicznego kwasów 
nukleinowych wyróżnić dwa działy: 1. badania w mikroskopie świetl
nym  i 2. badania spektrofotometryczne. Badania w mikroskopie świetl
nym  opierają się na charakterystycznych reakcjach barw nych często 
stosowanych w połączeniu ze specyficzną hydrolizą KRN czy KDN bądź 
enzymatyczną, bądź działaniem kwasów nieorganicznych. W yniki uzys
kane tą drogą mają charakter jakościowy. Badania histofotometryczne 
dostarczają już danych ilościowych. Przeprowadza się je w świetle w i
dzialnym badając krzywą ekstynkcji po odpowiednich reakcjach barw 
nych, — lub w ultrafiolecie, gdzie wykorzystuje się właściwość pochła
niania przez KN światła o długości fal 2600 A.

Przy w ykryw aniu  KN w komórce oznacza się je zawsze poprzez re
akcje charakterystyczne dla poszczególnych ich komponentów. Można 
więc wszystkie stosowane tu metody podzielić na trzy grupy — zależnie 
od tego czy w ykryw ają  one KN poprzez kwas fosforowy, rybozę lub 
dezoksyrybozę czy zasady purynow e i pirymidynowe. Do grupy I na
leżą m etody polegające na stosowaniu barwników zasadowych. Jest rze
czą znaną, że barwniki te — choćby znacznie różniące się między sobą 
budow ą chemiczną — ale, k tórych jedyną cechą wspólną jest posiada
nie rodnika zasadowego — wykazują  duże powinowactwo do nukleo
proteidów komórki. Do najpopularniejszych spośród barw ników tych 
należą zieleń metylowa, błękit metylenowy, tionina, błękit toluidynowy
(41), Azur B (18), pyronina (35) i gallocjanina (13, 40). Stosowanie roz
tw orów  ich w buforze o pH 5—6 zmniejsza błąd spowodowany chw yta
niem ich przez inne, naw et nie bazofilne substancje. Można według te r
minu P a n i j e l ’a nazwać reakcje  te sygnalizacyjnymi. Nie zawsze są 
one ściśle specyficzne, ale pozwalają na pewne zorientowanie się w ma
teriale a poparte dodatkowymi badaniami, jak  trawienie enzymatyczne, 
czy hydroliza kwasami nieorganicznymi oddają duże usługi. Stosowany
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dziś powszechnie test B r a c h e t a  wyrósł z takiej właśnie reakcji 
sygnalizacyjnej.

B r a c h e t wprowadził do cytochemii metodę wybiórczego traw ie 
nia enzymatycznego KRN. Stwierdził on, że po zastosowaniu inkubacji 
p reparatu  w wyciągu zawierającym rybonukleazę — przy barwieniu 
mieszaniną zieleni metylowej i pyroniny — występujące w komórce g ra
nulacje pyroninofilne tracą zdolność barwienia się. Z doświadczeń tych  
wyciągnął wniosek, że wspomniane ziarnistości są siedliskiem KRN (4).

Słuszność wyników uzyskanych tą metodą zależy przede wszystkim 
od czystości użytego preparatu  enzymatycznego. D a n i e 11 i zapatru je  
się na nią bardzo sceptycznie, twierdząc, że praktycznie biorąc nigdy 
nie da się ustalić stopnia czystości — nawet w preparatach enzymu k ry 
stalicznego.

Poza tym według jego teorii ziarnistości zasadochłonne występujące 
w cytoplaźmie otoczone są monomolekularną błonką proteinową, co 
znów utrudnia dostęp enzymu do substratu. D a n i e 11 i wysuwa p a ra 
doks, że kto wie, czy nie czystość enzymu a właśnie zanieczyszczenia 
enzymami proteolitycznymi powodują dobre wyniki otrzymywane przy 
trawieniu ryjbonukleazą (11). Tego rodzaju przypuszczeniom zaprzecza 
P a n i j e 1 stwierdzając eksperymentalnie, że działanie roztworów pep 
syny, trypsyny i chemotrypsyny w stężeniach równych stężeniom ew en
tualnych zanieczyszczeń rybonukleazy nie a takuje ziarnistości pyronio- 
nofilnych (32).

W edług wskazówek B r a c h e t a  RN-aza w ystępuje  w ślinie ssaków. 
K a r n k o w s k  a-G ó r s k a stosowała trawienie śliną ludzką przy bada 
niach nad KN gruczołów przędnych jedwabnika (21). W  pracach na 
szych próbowaliśmy trawienia śliną otrzymaną z przetoki psa przygoto
wanego operacyjnie do badań nad odruchami warunkowymi m etodą 
Pawłowa. Ma to tę zaletę, że ślina pobrana w ten sposób jest całkowicie 
jałowa i wolna od zanieczyszczeń występujących w jamie gębowej. 
Enzymy proteolityczne inaktywowano przez działanie wysokiej tem pe
ratury  (90°C — 15 min.). W yniki uzyskane były zadowalające. Poza tym 
stosowano też trawienie wyciągiem RN-azy otrzymanym z trzustki 
szczura.

Trawienie rybonukleazą zastosowało szereg autorów jako test do 
sprawdzenia innych barwników zasadowych. Stosowana od kilkudzie
sięciu lat mieszanina Unny-Pappenheima (zieleń m ety low a+  pyronina) 
dzięki połączeniu z testem B r a c h e t a  pozwala identyfikować KRN. 
W  ostatnich latach została ona także dokładnie przebadana od strony 
jej przydatności do w ykazywania DNA oraz do badań ilościowych. 
K u r n i c k i szereg innych autorów stwierdziło na podstawie badań  
cytochemicznych i mikrofotometrycznych — na obszernym m ateriale
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cytologicznym — oraz na podstawie reakcji przeprowadzanych in vitro, 
że specyficzność barwienia zielenią metylową i pyroniną zależą od stop
nia polimeryzacji substratu, przy czym zieleń metylowa łączy się w okre
ślonym stosunku stechiometrycznym z kwasem wysoko spolimeryzo- 
wanym, a więc z KDN (1, 24, 25, 27).

Tezę tę  zaatakował T a f t  (43). K u r n i  c k  zbija jednak  jego do
wody, wykazując, że warunki przeprowadzonych przez niego doświad
czeń nie powodowały nieodwracalnej depolimeryzacji KDN, stąd też 
nie zmieniło się jego powinowactwo do zieleni metylowej (26).

W edług V e r c a u t e r e n  — o tym powinowactwie zieleni m ety
lowej do KDN decyduje przede wszystkim budowa przestrzenna cząste
czek biorących udział w reakcji. Odległość między ładunkami ujemnymi 
grup fosforanowych m akromolekuły KDN równa się dokładnie odległoś
ci między ładunkami dodatnimi występującymi na cząsteczce barw ni
ka — co umożliwia tworzenie się trwałych połączeń (45).

Opracowanie techniki tej m etody barwienia podał C h a y e n  (8), 
stosowanie jej też w jego modyfikacji w pracach naszych dawało na j
lepsze wyniki. Stosowana jest ona nie tylko przy badaniach na skraw 
kach — ale także przy technice rozmazów oraz frakcjonowanego ultra- 
wirowania homogenizatów tkankow ych (22). Posługują się nią autorzy 
p rzy  badaniach jakościowych, a także ilościowych — histospektrofotome- 
trycznych.

Obok stosowanego w teście B r a c h e t ' a  trawienia rybonukleazą 
szereg autorów wprowadziło ekstrahowanie KRN alkaliami (42) lub 
kwasem trójchlorooctowym, nadchlorowym, czy innymi jeszcze kw asa
mi nieorganicznymi (16, 17, 39). Powodują one poprzez rozbicie połącze
nia glikozydowego rozpad KRN na małe, łatwo dyfundujące z tkanki 
cząstki. Słuszność tych metod jest często poważnie kwestionowana. 
A t k i n s o n  stwierdził, że ekstrahują  one z tkanki obok KRN także 
mukopolisacharydy, może to więc spowodować fałszywą interpretację 
wyników(2).

P e a r s e zestawił wyniki uzyskane przez różnych autorów z ekstrak
cją kwasem nadchlorowym. Z zestawienia tego widać wyraźnie, że pew 
ne usługi metoda ta może oddać, jednak  nie jest tak  specyficzna, jak 
trawienie enzymatyczne (33).

W zorując się na teście B r a c h e t ' a  wprowadzono do identyfiko
wania KDN w komórkach trawienie DN-azą. Metoda ta jest jednak 
mniej rozpowszechniona — po pierwsze ze względu na większe trudności 
w otrzymaniu czystego prepara tu  enzymatycznego — a po drugie po 
prostu ze względu na mniejszą potrzebę opracowania takiego testu. Do 
selektywnego oznaczania KDN mamy wprowadzoną przed dokładnie
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30 laty reakcję cytochemiczną F e u l g e n a  i R o s s e n b e c k a .  N a
leży ona do grupy II reakcji — w ykryw ających  KN poprzez cukier.

Reakcja F e u l g e n a  polega na odszczepianiu puryn  drogą łagod
nej hydrolizy In HC1, następnie przejściu znacznej ilości dezoksyrybozy 
z formy furanozowej w aldehydową i na reagowaniu uwolnionych w ten 
sposób grup aldehydow ych z odczynnikiem Schiffa. W  wyniku otrzy
muje się wybiórcze zabarwienie chrom atyny jądra. Szczególnie ważnym 
etapem jest tu przeprowadzenie hydrólizy. L i s o n podaje uzupełnioną 
własnymi badaniami tablicę B a u e r a  wskazującą optymalne czasy 
hydrolizy po różnych utrwalaczach (3, 29).

Zastosowanie właściwego czasu hydrolizy zapewnia uwolnienie grup 
aldehydowych — bez strat spowodowanych ekstrakcją KDN, która za
chodzi przy zbyt długim hydrolizowaniu. W edług S i b a t a n i  i F u -  
k u d a stra ty  te  są o wiele większe dla tkanek  nieutrwalonych — ho- 
mogenizatów, niż dla tkanek  utrwalonych, w których przy zbyt długiej 
hydrolizie nie przekraczają one 10% (36). H a s k i m  poleca przepro
wadzanie hydrolizy kwasem fosforowym (30—85% — 1 godz. temp. 28°). 
W edług niego dzięki mniejszej zawartości wody w płynie hydrolizują- 
cym zmniejsza się ujemne efekty dyfuzji (20).

Oczywiście niezmiernie ważne jest właściwe przygotowanie samego 
odczynnika (30).

Słuszność lokalizowania KDN metodą F e u 1 g e n 'a  — R o s s e n 
b e c k a  zaatakowali poważnie przed kilkoma laty E. i E. S t e d m a n .  
Opierając się na badaniach przeprowadzonych na preparatach KN stwier
dzili oni, że pow sta jący  w czasie reakcji produkt — połączenie zhydroli- 
zowanego KDN z odczynnikiem Shiffa jest całkowicie rozpuszczalny 
w wodzie — wobec tego otrzymane zabarwienie chromozomów spowo
dowane jest jedynie  zjawiskiem zaadsorbowania barw nika przez biał
ko — a nie istotnym występowaniem  na nich KDN (38). Jednak  nie można 
tak  bez zastrzeżeń przenosić wyników uzyskanych in vitro na teren  re 
akcji odbywających się w komórce. KDN komórki w ystępuje w powią
zaniu z białkami, jest całkowicie nierozpuszczalny i właściwości tej — 
jak  wykazał B r a c h e t  — nie zmienia po krótkotrwałej hydrolizie (5).

Podobnie przedstawia się sprawa związku między intensywnością 
zabarwienia uzyskanego w reakcji a stosunkiem ilości białek do KDN. 
Stwierdzono, że in vitro intensywność ta zmienia się zależnie od ilości 
obecnych w próbie histonów — na reakcjach przeprowadzanych in situ 
żadnego takiego wpływu nie zaobserwowano (37).

Zarzuty, że reakcja  przebiega na skutek obecności innych — nie 
powstałych po hydrolizie KDN grup aldehydowych — łatwo odeprzeć 
stosując barwienie kontrolne na materiale nieshydrolizowanym, oraz
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hydrolizowanym — ale poddanym uprzednio działaniu specyficznych 
czynników blokujących grupy COH.

Rewelacyjne ,wyniki podali w 1953 roku C h a y e n  i N o r r i s .  
Zakwestionowali oni całkowicie przydatność cytochemiczną reakcji 
F e u 1 g e n ‘a dla badaneqo przez nich materiału bogatego w bazofilne 
ziarnistości cytoplazmatyczne — m erystemów korzonków Vicia Faba. 
Zdaniem ich już parominutowa hydroliza ln  HC1 wystarczą, żeby s truk
turę  tych granulacji zniszczyć i spowodować przesunięcie uwolnionych 
KN do jąder  komórkowych. W edług nich w ykryw any  w jądrze KDN jest 
właśnie cytoplazmatycznego pochodzenia (9).

Narazie praca ta nie wywołała w literaturze dyskusji i zgodnie z do
tychczasowymi danymi reakcja  F e u 1 g e n 'a uznawana jest nadal przez 
ogół badaczy za właściwą i wysoce specyficzną przy w ykryw aniu  KDN.

D e  L a m a t e r  i współpracownicy opracowali na kom órkach w e 
getatywnych glonów Chlamydomonas metodę specyficznego jednoczes
nego barwienia jąder i błon komórkowych. KDN jąder  w ykryw ają  oni 
przy pomocy wytworzonego w czasie przebiegu reakcji -— in situ — zmo
dyfikowanego odczynnika Schiffa — w którym na miejscu fuksyny w y 
stępuje Azur A (28).

D a n i e 11 i sugeruje możliwość wykorzystania reakcji  aldehydowej 
z odczynnikiem Schiffa także dla w ykryw ania  KRN. W  przeprowadzonych 
przez niego badaniach wstępnych uzyskał on po odpowiednim zastoso
waniu hydrolizy, blokowaniu grup aldehydowych i następnie utlenianiu 
grup glikolowych pentozy charakterystyczne dla aldehydów zabarwie
nie w miejscach, w których, jak  mówi, w komórce zwykle w ystępuje  
KRN (12).

Do równoczesnego selektywnego w ykryw ania  KDN i KRN T u r -  
c h i n i wprowadził reakcję  z fluoronami (9-fenylo-2,3,7, tró jhydroksy 
6 fluoron, 9-metylo 2,3,8 tró jhydroksy 6 fluoron). W  środowisku kwaśnym  
zachodzi poprzez grupy hydroksylowe odczynnika kondensacja jego 
z cukrami. Następnie po umieszczeniu preparatu  w środowisku alkalicz
nym otrzymuje się nierozpuszczalny produkt reakcji o w yraźnym  kon
trastowym  zabarwieniu zależnie od rodzaju cukru (dla fenylo-fluoronu: 
KDN — niebieski, KRN — różowy, dla metylo-fluoronu KDN — fiole
towy, KRN — różowo-pomarańczowy) (44). ,

G o m o r  i a takując słuszność tej m etody mówi, że nie wyszła ona 
poza pracownię w Montpellier, w której została wprowadzona, tymcza
sem już dziś coraz częściej spotyka się ją w literaturze stosowaną obok 
innych, powszechnie uznanych reakcji. P a n i j e l ,  L i s o n  podkreślają  
konieczność dokładniejszego jej opracowania, zarówno od strony cyto
logicznej, jak  i biochemicznej (19, 29, 32).

M etodę tę  zastosowaliśmy w naszych pracach. Posługiwaliśmy się
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odczynnikami zsyntetyzowanym i przez Zakład Technologii Środków Le
karskich Akadem ii Medycznej w Łodzi".

Badając rozmieszczenie KN w gruczołach przędnych jedwabnika 
otrzymaliśmy wyniki zgodne z tymi, jakie dawały inne metody barw ie
nia. Trzeba jednak  dodać, że reakcja  ta nie zawsze i nie na każdym ma
teriale zachodziła. Prawdopodobnie było to skutkiem błędów techniki, 
lub niedostatecznego stopnia oczyszczenia odczynnika co przy dalszej 
pracy  da się usunąć.

III , grupa reakcji  cytochemicznych dla KN opiera się na w y k ry 
waniu ich poprzez zasady purynowe i pirymidynowe.

D a n i e 11 i opracował metodę wykryw ania  KN opartą na sprzęga
niu puryn i pirym idyn z wodorotlenkiem dwuazoniowym. Otrzymuje się 
produkt reakcji o kolorze jasno-żółtym. Pogłębienie tego zabarwienia 
można uzyskać przez odpowiednie dołączenie np. fenolu do pozostałej 
wolnej grupy aktyw nej odczynnika — w wyniku czego otrzymuje się 
silnie zabarwiony barw nik azowy. Przy czym — ponieważ szereg związ
ków obecnych w komórce — jak  tyrozyna, histydyna, tryptofan — daje tę 
samą reakcję  — eliminuje się je przez działanie odpowiednich czynni
ków blokujących (dinitrofluorobenzen blokuje wszystkie fenole i histy- 
dynę, kwas nadm rów kow y — tryptofan, chlorek benzoilu — niszczy hi- 
stydynę, tryptofan i tyrozynę (12)).

Mimo że D a n i e 11 i daje szerokie wyjaśnienie teoretyczne tej me
tody została ona bardzo krytycznie przyjęta przez innych badaczy, nie 
spotyka się też zupełnie w literaturze prac, w których by  się nią posłu
giwano (19).

Szkoła badaczy szwedzkich — z C a s p e r s s o n e m  na czele — 
wprowadziła do cytochemii metodę badania widma absorbcyjnego KN 
w  ultrafiolecie. O pierając się na właściwości absorbowania przez pury- 
n y  i pirym idyny promieni U.V. o określonej długości fali — w pobliżu 
2600 A i zakładając, że w preparacie cytologicznym — praktycznie 
biorąc — wszystkie dające się utrwalić zasady purynowe i p irym idyno
we występują tylko jako powiązane składniki kwasów nukleinowych — 
C a s p e r s s o n  badał na kliszy fotograficznej lub za pomocą komórki 
fotoelektrycznej stopień pochłaniania promieni U.V. przez różne s truk
tu ry  komórki. M etoda ta  — uzupełniana pracami innych uczonych — 
pozwala na badania  ilościowe. Błąd, jak  podaje C a s p e r s s o n ,  dla 
obiektów o niezbędnych dla dokładności pomiarów wym iarach nie 
mniejszych niż 3-krotna długość fali użytego światła nie przekracza 5%. 
Ponieważ metoda ta nie pozwala na rozróżnienie KDN i KRN stosuje

*) Kol. dr A . K otełko  i m gr T kaczyńsk iem u za w yk on an ie  tej sy n tezy  serd eczn ie  
dziękujem y.
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się ją  zawsze w połączeniu z innymi, jak  reakcja F e u 1 g e n a, czy 
traw ienie  enzymatyczne (7, 34).

M etoda ta  stosowana jest nie tylko do badań na materiale u trw a
lonym — ale także przyżyciowo. W  związku z tym  dyskutow ana jest 
w literaturze sprawa wpływu samego promieniowania tej części widma 
na s trukturę  komórki. W ysuw a się zarzuty, że pochłanianie U.V. w ży
wej komórce nie zachodzi odrazu, a pojawia się dopiero stopniowo 
w miarę uszkadzania komórki i zachodzących w niej już częściowo zmian 
nekro tycznych  (6).

Ostatnie prace K o e n i g a  (54 r.) nad nukleoproteidami żywych 
kom órek nerw ow ych hodowanych in vitro przeczyłyby tym zarzutom. 
Stwierdził on, że utrwalenie materiału  wpływa jedynie w bardzo nie
wielkim stopniu na zmniejszenie absorbcji — zasadniczy kształt k rzy
wej pozostaje ten sam (23).

Badania nad wpływem U.V. na spektra absorbcyjne roztworów kw a
sów nukleinowych, nukleotydów i zasad purynow ych i p irym idynow ych 
wykazały, że dopiero dłużej trw ające — parogodzinne promieniowanie 
U.V. w yw ołuje  w roztworach tych dające się mierzyć zmiany w spek
trach  (10).

W prow adzenie  do cytochemii badań spektrofotometrycznych — za
równo w ultrafiolecie, jak  i w świetle widzialnym — rozwinęło możli
wości badań ilościowych.

Cytologia — po długim okresie przewagi badań morfologicznych — 
wkroczyła w fazę dynamicznego rozwoju cytofizjologii, biologii komór
kowej.

Tak istotne dla tej biologii zagadnienia, jak  sprawy związane z m e
tabolizmem niektórych związków, zlokalizowanie ich, powiązanie z okre
ślonymi strukturalnie i funkcjonalnie organellami komórki — rozstrzy
gane są właśnie w oparciu między innymi o badania cytochemiczne.

Teoria C a s p e r s  s o n a  o kierowniczym udziale heterochrom atyny 
jądrow ej w  syntezie białek — czy koncepcja B r a c h e t ' a  o roli kw a
sów nukleinowych cytoplazmy rozwinęły się na podstawie rozległych 
badań  cytochemicznych tych autorów.

M etody cytochemiczne, które w yrasta ją  z nowych osiągnięć m eto
dyki biochemicznej — w racają  często do biochemii jako cenna niekie
dy pomoc w rozwiązywaniu zagadnień.

Takim przykładem  zazębiania się metod tych dwóch dziedzin wiedzy 
jes t badanie kom órek przy pomocy frakcjonowanego wirowania albo 
prace H y  d e n a, czy E d s t r ö m a .

E d s t r ö m opracował metodę ilościowego badania KRN w po jedyn
czych w łóknach nerwowych. Posługując się mikromanipulatorem w y 
ekstrahow any  z poszczególnych kom órek KRN poddawał mikroelektro-
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forezie na odpowiednio przygotowanym jedwabiu miedziowym lub pas
kach celofanu i otrzym any w ten sposób preparat badał w ultrafiolecie. 
Pozwoliło mu to na ustalenie składu ilościowego puryn i pirym idyn po
szczególnych nukleotydów (14, 15).

Duże usługi w cytochemii KN odda też jeszcze z pewnością m etoda 
historadiogramów — z zastosowaniem izotopów pierwiastków prom ie
niotwórczych — a także analizy w mikroskopie fluorescencyjnym — 
np. uzyskana przez M e i s l a  — po zastosowaniu niektórych fluorochro- 
mów — wyraźna kontrastowa fluoroscencja KDN i KRN (31).

Niesłychanie nęcące są perspektyw y badań cytochemicznych w  mi
kroskopie elektronowym. D a n i e 11 i podaje pierwsze próby tego ro 
dzaju badań, narazie tylko w odniesieniu do białek, mamy jednak  praw o 
przypuszczać, że mogą one się też rozwinąć w cytochemii KN. Ogólnie 
metoda ta  polega na przyłączaniu do związku badanego dużych grup 
organicznych zawierających metale ciężkie — przez co zwiększa się 
jego zdolność rozpraszania elektronów — dzięki czemu związek ten może 
być uwidoczniony na elektronogramie (12).

Serdecznie d zięk uję pani doc. S. N iem ierk o  za k rytyczn e  przejrzenie ręk op isu .
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LEOKADI A KŁYSZEJKO

K wasy nukleinow e bakterii

Zakład B iochem ii U n iw ersy tetu  Łódzkiego

Zainteresowanie kwasami nukleinowymi bakterii sięga początków 
badań  nad nukleoproteidami. Już w kilkanaście lat po genialnych odkry
ciach M i e s c h e r a  i H o p p  e-S e y  1 e r a rozpoczęto poszukiwania 
kwasów nukleinowych w komórkach bakteryjnych, lecz do niedawna 
bezsprzecznym wynikiem tych usiłowań było jedynie stwierdzenie 
udziału nukleoproteidów w budowie bakterii oraz trudności preparatyw- 
nych  ( R u p p e l  (98), L e  v e n e  (79.70), B r o w n  i J o h n s o n  (30, 
31, 66 —  68), C o g h i l l  (41), M e n c e l  i H e i d e 1 b e r g e r (88), 
S e v  a g i in. (104, 106), S e i b e r t  i współpr. (102, 103), itd).

Dopiero w ostatnim dziesięcioleciu szybki rozwój ogólnych badań nad 
kwasami nukleinowymi znacznie pogłębił i poszerzył zagadnienie tych 
związków w bakteriach. Skoncentrowało się ono w kilku wybitnych 
ośrodkach, z których należy wymienić szkołę B i e ł o z i e r s k i e g o ,  
B o i v i n'a, A v e r  y'ego, C h a r g a f f a  i Z a m e n h o f f a ,  
H o t c h k i s s  a, S m i t h a ,  W y a t t a .  W  Polsce badania nad 
kwasami nukleinowymi bakterii prowadzone są pod kierunkiem M i- 
k u l a s z k a  i S h u g a r a .

Twórczemu wysiłkowi wszystkich tych badaczy zawdzięcza się sze
reg metod preparatyw nych, określenie ilości i struktury  pewnych bak
tery jnych  kwasów nukleinowych oraz ich udziału w niektórych pro
cesach życiowych bakterii.

Preparatyka kwasów nukleinowych z bakterii

W yjątkow e trudności, jakie nasuwa prepara tyka  kwasów nukleino
w ych  z bakterii, prawdopodobnie znajdują uzasadnienie w specyficznych 
właściwościach baktery jnej błony komórkowej oraz mocniejszym po
wiązaniu w ew nątrzkom órkowych kompleksów. Niezbędnym przeto za
biegiem, poprzedzającym właściwe izolowanie nukleoproteidów z bak-

[2431
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terii jest przede wszystkim naruszenie ciągłości bakteryjnej błony ko
mórkowej za pomocą czynników natury  fizycznej, bądź chemicznej.

Do czynników fizycznych zalicza się mechaniczne rozcieranie b a k 
terii z proszkiem szklanym lub wytrząsaniu ich na perełkach szklanych, 
oraz rozrywanie kom órek baktery jnych  przy pomocy ultradźwięków. 
Ten ostatni zabieg, wprowadzony do bakteriologii przez F l o s d o r f f a
i współpr. (52) nie znajduje obecnie szerszego zastosowania z uwagi na 
możliwość depolimeryzacji kwasów DN (L a 1 a n d i in. (77)).

Z metod chemicznych stosowanych do dziś, należy wymienić roz
puszczanie pewnych składników kompleksu białkowo-cukrowo-tłuszczo- 
wego bakteryjnej błony komórkowej, a także częściowo komórki, w al
kaliach, chloroformie, roztworach mocznika, czy soli kwasów żółcio
wych.

Preparatyka kwasów nukleinowych z bakterii, jak  z każdego innego 
materiału biologicznego, zawiera kilka etapów, a mianowicie: a) w y 
ciąganie nukleoproteidów i ich wytrącenie, b) oczyszczenie i odbiałcze- 
nie nukleoproteidów, c) wydzielenie z odbiałczonego roztworu kwasów 
nukleinowych oraz d) ich rozdzielenie. Na wszystkich tych etapach zaz
nacza się różnorodność i swoistość baktery jnych  nukleoproteidów.

Izolowanie nukleoproteidów ze względu na szeroki wachlarz s truk
tury  komórki bakteryjnej, przeprowadza się różnorodnymi metodami 
ekstrakcji. Dawne drastyczne wyciąganie alkaliami ustąpiło dziś m iej
sca bardziej łagodnym metodom, a mianowicie ekstrakcjom roztworami 
buforowymi ( C h a r g a f f  i ,współpr. (37, 38), S i e g e l  i in. (109), bądź 
wodą ( S n e l l m a n  i W i d s ł r o m  (113), B l i x  i współpr. (18)), 
a najczęściej roztworami NaCl i innych soli.

W  toku różnych metod ekstrakcji ujawniło się szereg szczególnych 
cech bakteryjnego nukleoproteidu. I tak  wybitny mikrobiolog radziec
ki B i e ł o z i e r s k i j (8 — 17) wyciągając nukleoproteidy z różnych 
bakterii rozcieńczonymi roztworami alkalicznymi z następnym  rozfrak- 
cjonowaniem, miał możność zaobserwować już w 1941 r. (11) p rzynaj
mniej dwa typy wiązań pomiędzy kwasem DN i białkiem: labilne, typu 
soli, oraz bardziej trwałe. Stabilny dezoksyrybonukleoproteid nie ule
gał rozpadowi na komponenty składowe pod wpływem nasyconego kw a
su pikrynowego. Zgodnie z obserwacjami B i e ł o z i e r s k i e g o  kwas 
DN, mocno związany z białkiem w ystępuje przede wszystkim, jeżeli nie 
wyłącznie, w młodych ak tyw nych komórkach baktery jnych  i zanika 
w miarę starzenia się hodowli.

Dane B i e ł o z i e r s k i e g o  zyskały w latach późniejszych po
twierdzenie w pracach innych badaczy, między innymi C h a r g a f f a
i S a i d e  l a  (34, 38). Autorzy ci zauważyli, że nukleoproteid, wyciąg
nięty roztworami buforowymi z pałeczki gruźliczej nie ulegał dysocjacji
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w obecności takiego elektrolitu, jak  sól lantanu, co przemawiało za m oc
niejszym wiązaniem białka z kwasem nukleinowym.

W yjątkow o luźne połączenie łańcuchów wielopeptydowych z wielo- 
nukleotydowymi stwierdzono w nukleoproteidzie ze Streptococcus pneu- 
moniae (typ VI), otrzymanym w toku ekstrakcji roztworami NaCl w o
bec NaF ( K o e n i g  i współpr. (76)).

Kilka nieoczekiwanych własności baktery jnych  nukleoproteidów 
ujawniło ekstrahowanie roztworami NaCl. Metoda M i r s k y 'e g o  i P o 1- 
l i s t e r a  (89), wykorzystująca różną rozpuszczalność nukleoproteidów 
w różnych stężeniach chlorku sodu, a mianowicie rozpuszczalność ry- 
bonukleoproteidu w 0,14 M NaCl przy braku  rozpuszczalności dezoksy- 
rybonukleoproteidu w tym  roztworze, znalazła zastosowanie tylko do 
pew nych bakterii. W  ten sposób M i r s k y ' e m u  i P o l l i s t e r o w i  (90) 
udało się wyizolować ze Streptoccocus pneumoniae (typ III) t.zw. ,,chro- 
mozynę", przypominającą swoim składem „chromozynę" grasicy. Po
dobnie dezoksyrybonukleoproteidy z Bacillus Schatz, Serratia marces- 
cens ( Z a m e n h o f ,  B r a w e r m a n  i C h a r g a f f  (130)), z Chlostri- 
dium perfringens ( C l i n t o n  i P a r s o n s  (40)) i inne były  nierozpusz
czalne w 0,14 M NaCl. Należy nadmienić, że dla izolowania dezoksyry- 
bonukleoproteidów z Serratia marcescens C h a r g a f f  (39), Z a m e n- 
h o f  i współpr. (130) zaproponowali 3,5 M roztwór NaCl, gdyż dopiero 
w takim stężeniu dawało się zahamować aktywność dezoksyrybonuklea- 
zy tych bakterii.

Swoistością całego szeregu gatunków baktery jnych  okazała się roz
puszczalność dezoksyrybonukleoproteidów w 0,14 M NaCl. Cecha ta 
została stwierdzona przez C h a r g a f f a  i S a i d e l a  (38) dla Mycoba- 
cterium tuberculosis, przez O v e r e n d a  i współpr. (96) dla Hemophi- 
lus pertussis, przez G a n d e l m a n a ,  Z a m e n h o f a  i C h a r g a f f a  
(54) dla E. coli itd. Fakty te spowodowały między innymi, że przy w y 
ciąganiu nukleoproteidów korzysta się często z roztworów innych so- 
ii, okazujących dodatkowe własności, np. roztworów cytrynianu, arsenia- 
nu czy fluorku sodu, ham ujących działanie dezoksyrybonukleazy (G a n- 
d e l m a n  i in. (54). Z a m e n h o f  i współpr. (130), J o n e s  (70)) oraz 
cholanu czy dezoksycholanu sodu, obdarzonych jednocześnie własnościa
mi detergentów ( H e n r y  i S t a c e y  (60 — 62), O v  e r e n d i in. (96), 
S c h n e i d e r  (101), A v  e r y  i Mc C a r t y  (6, 83 — 87), Z a m e n h o f
i współpr. (129) itd.)

Należy nadmienić, że ekstrakcje wodą i roztworami pewnych soli 
np. cytrynianu czy arsenianu sodu, pociągają za sobą pewne trudności 
w wytrąceniu nukleoproteidów bakteryjnych. Pomyślne wyniki zapew 
nia kationowy detergent, tzw. „cetawlon" (bromek cetylo-trójmetylo-amo- 
niowy) zaproponowany ostatnio przez J o n e s a  (69, 70). W  w ypadku
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stosowania „cetawlonu" ulegają pewnej modyfikacji zwykłe metody 
oczyszczania nukleoproteidów tj. wykorzystują one fakt, że kompleks 
nukleoproteidowo-cetawlonowy jest nierozpuszczalny w roztworach 
NaCl o stężeniu niższym od 0,3 M.

Odbiałczenie nukleoproteidów 'bakteryjnych nasuwa wiele trudności 
na skutek znacznie silniejszego powiązania obu składowych kom ponen
tów  niż w nukleoproteidach innego pochodzenia. Mało efektywne bądź 
niesłychanie żmudne okazują się w zastosowaniu do bakterii powszech
nie używane w  tym celu zabiegi, jak  dysocjacja nukleoproteidów za po 
mocą silnych roztworów soli (NaCl, (N H ^SO -i) ,  eluowanie białka na 
chloroformowo-wodnej powierzchni, czy strącenie białek przy pomocy 
anionowych detergentów, najczęściej siarczanów wyższych alkoholi 
W  wyniku niedawnego krytycznego przeglądu metod J o n e s  i M a r s h  
(71) proponują dla nukleoproteidów bakteryjnych wstępne odbiałczenie 
anionowymi detergentami np. siarczanem dodecylu sodu, względnie przy 
pom ocy wodzianu chloralu, szczególnie efektywnego w wypadku bak 
terii, oraz usunięcie śladów białka metodą S e v a g'a (105).

Poważnym zagadnieniem w preparatyce kwasów nukleinowych bak 
terii jest ich rozdzielenie. W obec tego, że nie zawsze daje się to p rze
prowadzić przy pomocy techniki M i r s k  y 'ego i P o 11 i s t e r ‘a (89, 90), 
w ielu badaczy uciekało się do innych metod. Rozdzielenie w komórce 
elektroforetycznej, pomyślne przy oczyszczaniu kwasu DN obdarzonego 
aktywnością transformacyjną ( Z a m e n h o f  i in. (132)), nie znajduje 
szerszego zastosowania ze względu na żmudną technikę.

Zupełnie dobre wyniki zapewniają dwie m etody wprowadzone do 
bakteriologii przez J o n e s a  i współpr. (49, 69, 70), a mianowicie roz
dzielenie przy pomocy ,,cetawlonu", wykorzystujące różną rozpuszczal
ność w roztworze NaCl kompleksów tego związku z kwasami RN i DN 
oraz rozfrakcjonowanie na węglu aktywnym. Roztwór zawierający oba 
kw asy  nukleinowe zmieszany dokładnie z węglem aktyw nym  ulega roz
dzieleniu tj. kwas DN pozostaje w roztworze, a kwas RN adsorbuje się 
na węglu aktyw nym  i daje się eluować roztworem fenolu.

Zawartość kwasów nukleinowych w bakteriach 
i ich lokalizacja

Zawartość kwasów nukleinowych w  (bakteriach znacznie przewyższa 
ilość tych substancji w  innych komórkach roślinnych czy zwierzęcych. 
O kreśla się ją w toku klasycznego analitycznego rozdzielenia kwasów 
RN i DN metodą S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  (99), bądź 
S c h n e i d e r a  (100), czy O g u r a  i R o s e n a  (95) po usunię
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ciu związków lipidowych i kwasorozpuszczalnych. Pomyślną w zastoso
waniu do mikroorganizmów okazuje się również technika S c h n e i d e 
r a  w modyfikacji W e b b a  i L e v y  ego (119) (1955), polegającej na iloś
ciowym oznaczaniu dezoksyrybozy przy użyciu p-nitrofenylohydrazyny.

W ielu  dawnych autorów, między nimi B i e ł o z i e r s k i j  (8 — 17), 
oznaczało ilość kwasów nukleinowych i nukleoproteidów na podstawie 
zawartości całkowitego fosforu i azotu w suchej masie bakterii, co nie 
było pozbawione pew nych błędów.

T a b l i c a  1
Z aw artość k w a só w  nu k le in ow ych , n u k leoprote idów  i b ia łek  w  bak te

riach w  za leżn ośc i od w iek u  hod ow li (°/o suchej m asy)

Szczep K w asy
n u k le in o w e

B ia łk a N u k leo -
proteid y

S p ir illu m  volu tan s
hod ow la  2 dn iow a 28,8 36,4 65,2

,) 4 i. 21,3 48,6 69,9

„ 6 10,6 63,6 74,2
E. co li

hod ow la  5 godz. 22,43 57,0 79,43
20 „ 14,13 • 72,4 86,53

„ 48 „ 9,66 70,4 80,06
B. p aradysen teriae

hod ow la  5 godz. 28,18 61,0 89,18
„ 20 „ 19,97 74,0 93,97
„ 48 „ 14,77 70,9 85,67

w g B ie łoz iersk iego  (14)

Przedstawione na tablicach 1 i 2 dane B i e ł o z i e r s k i e g o  (14) 
wyliczone z wartości fosforu i azotu w suchej masie bakterii, oraz dane 
innych autorów, oparte głównie na technice S c h n e i d e r a  (100), w y
rażają  w yjątkow e bogactwo komórek bak tery jnych  w kw asy nukleino
we. W  zależności od gatunku i warunków fizjologicznych ilość kw a
sów nukleinowych w bakteriach stanowi od 10 — 25%, a wg B i e ł o 
z i e r s k i e g o  do 30% ich suchej masy, z czego na kwas DN przypada 
od 2 — 5®/o, a na kwas RN od 5 — 20%, a nawet do 25%. Od ogólnego 
schem atu odbiegają ilości kwasów nukleinowych w riketsjach ( S m i t h
1 S t o c k e r  (U l)) ,  t j . zawartość kwasu DN ok. 10%, a kwasu RN od
2 — 5%  suchej masy, co w przypadku organizmów stojących na pograni
czu w irusów i bakterii  nie ‘budzi wielkiego zdziwienia.

Zawartość kwasów nukleinowych zmienia się w zależności od wie-

4 P o s t ę p y  B io c h e m ii
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ku bakteryjnej hodowli. Ilość kwasów nukleinowych, najwyższa w mło
dych szybko mnożących się bakteriach (20 — 25°/o suchej masy) spada 
w  miarę starzenia się (5 — 15%) (B o i v  i n (19, 29), V e n d r e 1 y  i in. 
(115 — 118)). Fakt ten dowodzi, że akumulacja znacznych ilości kw a
sów nukleinowych jest jednym  z czynników w arunkujących  zdumie-

T a b l i c a  2

Zaw artość k w a só w  n u k le in o w y ch  w różnych bateriach (% suchej m asy)

S zczep K N
ogółem

K D N K R N A utor

Stap h y lococcu s 11,57 2,82 8,75 V en d re ly  (115)
Eberth. typhosa 12,84 3,72 9,12
E. c o li (różne szczepy) 13,90 4,17 9,73

13,12 4,40 8,72
14.67 4,24 10,43
15,76 4,29 11,47

P ałeczka  je lito w a  S x
hod ow la  5 godz. 21,4 8,1 15,3

„ 20 „ 13,1 4,48 8,7
P roteus P  18 11,59 3,28 8,31 V end rely  i 

T u lasn e  (120)
R ick etts ia  burnetti 9,8 2,95 S m ith  i

yy u 9,5 5,5 S tocker (111)

wające zdolności życiowe bakterii, jak  w yjątkow ą intensywność prze
mian, czy zawrotną szybkość rozmnażania, będących wyrazem  wzmo
żonej syntezy białkowej.

Niewątpliwego udziału kwasów nukleinowych w procesach syntezy 
białka dowodzą na materiale bakteryjnym  frapujące, bardzo niedawne 
badania G a l e  i F o l k e s a  (55), (56, 58). Inkuboiwanie wobec mie
szaniny radioaktyw nych aminokwasów i źródła energii (np. ATF) ,,pod- 
komórkowych" preparatów  gronkowcowych uzyskanych przy pomocy 
ultradźwięków, a pozbawionych w różnym stopniu obu kwasów nuklei
nowych, wykazuje wyraźną zależność aktywności enzymatycznej, a tym 
samym syntezy białka od zawartości kwasów DN i RN.

W  hipotetycznym mechanizmie syntezy białka cząsteczka kwasu DN 
byłaby rusztowaniem dla tworzenia się łańcuchów rybonukleotydowych, 
a dopiero na tych ostatnich realizowałoby się najsubtelniejsze modelo
wanie nowej drobiny białkowej.

Atrakcyjne są eksperym enty  G a l e  i F o l k e s a  (56) stwierdzające, 
że inkorporacja n iektórych napiętnowanych aminokwasów w białko ko
m órek gronkowcowych, może być aktyw owana przez dodanie nie ty l
ko kwasu RN w całości, ale jeszcze efektywniej przez jego fragmenty,
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jak  dwu- lub trójnukleotydy, np. dwunukleotyd adenilo-cytydylowy. 
Białkotwórcza, gatunkowo specyficzna, funkcja kwasu RN w ydaje  się 
być związana z określoną sekwencją poszczególnych nukleotydów w ca
łym łańcuchu. Postulowana przez D o u n c e'a (46) rola kwasu nukleino
wego, jako „modelu natury" zdaje się zyskiwać w. wyżej w spom nia
nych badaniach pewne uzasadnienie doświadczalne.

Rozmieszczenie kwasów nukleinowych w komórce baktery jnej 
w świetle wieloletnich badań cytochemicznych, popartych obserw acja
mi w mikroskopie elektronowym i fazowo-kontrastowym, w ydaje  się 

’ przypominać lokalizację nukleoproteidów w innych komórkach, a m ia
nowicie kwas RN w cytoplazmie, a kwas DN w swoistym jądrze b ak te 
ryjnym, tzw. „nukleoidzie", stanowiącym pewien etap ewolucji apa ra 
tu jądrowego wyższych organizmów.

W ym iary  swoistych jąder baktery jnych  zmieniają się w zależności 
od rozmiarów bakterii i wahają  się w granicach ułamków mikrona, np. 
0,6 średnicy w komórkach. E. coli. Z tym wymiarem trudno pogodzić 
wielkość cząsteczek kwasu DN z E. coli, jaką udało się ustalić w 1954 r. 
R o w e n o w i  i N o r m a n o w i  (97), a mianowicie masę drobinową 
ok. 7.106, długość od 0,8 — 1,0 H i średnicę cząsteczki ok. 20 A. A utorzy 
przypuszczają, zgodnie z badaczami kwasów DN w komórkach organiz
mów wyższych, że cząsteczka kwasu DN, obdarzona niezwykłą g iętko
ścią, ulega odwracalnemu skręceniu i rozwinięciu w ciągu życia kom ór
ki, natomiast wydłuża się nieodwracalnie w toku zabiegów prepara tyw - 
nych.

Wielkość cząsteczek kwasu DN wydaje się zmieniać nie tylko wraz 
z odmiennym gatunkiem, ale i szczepem bakteryjnym. W skazują  na to 
wyniki badań wizkozymetrycznych K o e n i g a  (75 — 1955) nad roz
tworami soli sodowych kwasów DN, izolowanych w identycznych w a 
runkach z różnych typów Streptococcus pneumoniae. Wielkość czą
steczki kwasu DN z typu III, określona wartościami: 1, 2. 10° (masa dro
binowa), 0.399 (długość) i 18 A (średnica cząsteczki), odbiega znacznie 
od odpowiednich danych odnośnie drobiny kwasu DN ekstrahowanego 
z typu VI Streptococcus pneumoniae (masa cząsteczkowa — 2,1.106, dłu
gość — 0,499 \i oraz średnica ok. 22,6 A,).

Ilości kwasów DN przypadające na jedną komórkę baktery jną  rów 
nież wahają się w szerokich granicach, np. 2.10""15 g dla Hemophilus 
influenzae ( Z a m e n h o f  i współpr. (129)), 10“ 14 g dla E. coli ( Boi -  
v  i n i in. (29)), ale są znacznie niższe od przeciętnych zawartości kwasów 
DN w komórkach tkankowców (ok. 6.10_12 g) (V e n d r e 1 y  i V e n d r e-

• i y  (1 2 1 )).
Inaczej przedstawia się sprawa z cytoplazmatycznym kwasem RN, 

którego ilość w bakteriach znacznie przewyższa odpowiednie wartości
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w kom órkach organizmów wyższych i ponosi główną odpowiedzialność 
za wahania  w ogólnej zawartości baktery jnych  kwasów nukleinowych. 
Fakt ten staje się zrozumiałym w przypadku organizmów wykazujących 
ze wszystkich żywych komórek najwyższą zdolność mnożenia i w kon
sekwencji najwyższą zdolność syntezy białka. Należy przypomnieć, że 
obfitość kw asu RN w cytoplazmie bakterii nadając jej wybitną zasa- 
dochłonność, przez wiele lat uniemożliwiała wykazanie zwykłymi me
todami barw ienia również zasadochłonnego jądra  (Bliższe szczegóły 
w artykule  K ł y s z e j k o  (73)).

T a b l i c a  3

F rakcje fosforow e szczep ów  C orynobacterium  diphteriae b ogatych  i ubogich  
w  ziarn istości m etachirom atynowe (°/o suchej m asy)

¡Szczcpy
P.

całk .
O rtofos-
forany

P o lifo sfo ra n y

K R N K D Nk w a so -
rozp.

k w a so -
nierozp.

B ogate  w  z ia r n is 
to śc i m eta ch ro m a -  
ty n o w e

2,29 0,38 0,15 0,47 0,46 0,16

U b o g ie  w  z ia rn is
to śc i m etach rom a-  
ty n o w e

2,10 0,20 0,10 0,17 0,89 0,39

w g Ebela (50)

Rozmieszczenie kwasów RN w cytoplazmie bakteryjnej nie zostało 
jeszcze wyjaśnione. Dane dotyczące ewentualnej obecności w bak te
riach mitochondrii, a zwłaszcza mikrosomów nie są jednoznaczne. Nieco 
więcej jest wyświetlony udział kwasu RN w strukturze ziarnistości me- 
tachrom atynowych. Pogląd B i e ł o z i e r s k i j 'ego (11), że podstawo
wym składnikiem w olutyny jest wolny kwas RN (N : P =  9, 2 : 10,0), 
nazw any przez niego „wolutynowym". ulega poprawce w świetle badań 
z ostatnich lat. Prace E b e l a  (50), a także W i l k i n s o n a  i D u g u i -  
d a  (112) nad bakteriami Ubogimi i bogatymi w wolutynę, wykazały, że 
tworzywo ziarnistości m etachrom atynowych stanowią przede wszystkim 
polifosforany (metafosforany) (tablica 3). Znaczenie tych związków 
w procesach fosforylacji, prawdopodobnie na skutek regeneracji ADF, 
podkreśla ją  ostatnie prace W i n d e r a  i D e n n e n y  (126, 127) nad 
M ycobacterium  smegmatis.

Odw rotne stosunki w zawartości kwasów RN i DN, w porównaniu 
z bakteriam i typowymi, obserwuje się w postaciach L drobnoustrojów. 
Analiza chemiczna pałeczek normalnych odmieńca i jego postaci L,
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przeprowadzona przez V e n d r e 1 y 'ego i T u l a s n e ' a  (119, 120), w y 
kazuje, że stosunek KRN i KDN =  2,5 w pałeczkach typowych, spada 
do-0,14 w postaciach L. (tablica 4). Ta wysoka zawartość lipidów, rów 
nież charakterystycznych dla jąder komórkowych, wydaje się sugero
wać udział m ateriału jądrowego bakterii w budowie postaci L. Jednakże 
dopiero szczegółowa analiza składu puryn i pirymidyn obu kwasów DN 
mogłaby tę kwestię rozstrzygnąć. Niestety dotychczas brak odnośnych 
danych o literaturze (Bliższe dane tyczące postaci L drobnoustrojów 
w artykułach H o r o s z e w i c z a  (63) i K ł y  s z e j k o (74)).

T a b l i c a  4

Chem iczna analiza p a łeczek  norm alnych odm ieńca i ich postaci L (°/o suchej m asy)

N
całk .

P
całk.

L ip id y
całk .

B ia łk a
całk .

K w . nu 
k le in o 

w y  
całk .

K R N K D N
K R N  : 

K D N

P roteus P l8 
p ałeczk i 
p ostacie  L

14,77
10,27

2,45
2,88

6,0
24,3

73,0
58,9

11,59
1,65

8,31
0,20

3,28
1,45

2,50
0,14

w g  V en d rely 'ego  i T ulasne'a (120)

Przy omawianiu lokalizacji kwasów nukleinowych (bakterii nie spo
sób pominąć isto ty  barwienia wg G r a m a ,  gdyż w ciągu wielu lat 
właśnie w kwasach nukleinowych dopatrywano się przyczyny Gram-do- 
datniej barwliwości mikroorganizmów. Fakt ten w dużej mierze został 
spowodowany powszechnym uznaniem roli kwasów nukleinowych 
w procesach biologicznych, a także popularnością hipotezy H e n r  y 'ego 
i S t a c e y ' e g o  (60 — 62), że rybonukleinian magnezu, znajdujący się 
w korowej warstwie komórki bakteryjnej w połączeniu z zasadowymi 
białkami o wysokim odsetku argininy i grup SH, w arunkuje  Gram-pozy- 
tywność bakterii.

Literatura tego zagadnienia jest olbrzymia, a ponieważ została osta t
nio uwzględniona w wyczerpującej monografii S h u g a r a  (107) ograni
czę się tylko do paru  uwag.

W yniki badań do dziś są sprzeczne, ale pojawia się coraz więcej fak
tów podważających teorię o wyłącznym udziale kwasów nukleinowych 
bakterii w barwieniu wg G r a m a .  Zarysowuje się tendencja upa tryw a
nia odmiennego charakteru  barwienia się bakterii w ich odmiennej s truk
turze fizyko-chemicznej. Obserwacje C a m i e n a  i współpr. (32), S t o- 
k e s a  i G u n n e s a  (14), F r e e l a n d ' a  i G a l e ' a  (53) nad aminokwa-
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sowym składem całości białek szeregu bakterii, podkreśliły znacznie niż
szą zawartość argininy w  Gram-dodatnich (ok. 450 mikromoli/g suchej 
masy) niż w Gram-ujemnych komórkach (ok. 900 mikromoli/g suchej 
masy). Odwrotne stosunki w ykazały  wyniki badań W  e b b a (123) od
nośnie jonów Mg, a mianowicie: ok. 250 mikromoli/g suchej masy 
w Gram-dodatnich organizmach wobec 60 mikromoli/g w Gram-ujem- 
nych.

Prowadzone od kilku lat prace M i  t c h e l l a  i M o y l  e 'a (91 — 93) 
nad mechanizmem barwienia wg G r a m a  znalazły ostatnio wyraz 
we wnikliwej analizie chemicznej frakcji fosforowych Gram-pozytyw-

T a b l i c a  5

Frakcje fosforow e G ram -dodatnich i G ram -ujem nych m ikroorganizm ów  
Pl —  fosfor lip id ow y, Pn  —  fosfor k w asorozp uszcza lny  n ieorgan iczny , P o  —  fosfor  
k w asorozp uszcza lny  organiczny, Pr n  —  fosfor kw asu  RN, Pd n  —  fosfor kw asu  DN, 

Px —  fosfor n iezn anego  estru  fosforow ego

M ikroorganizm
M ik rom ol P  g suche; m asy kom órek reak -

P l P n P o P r n P d n P x Pcałk.
1 cja  
1 G ram

A cetob acter  pasteurianum 48 15 17 472 53 —9 636 —

A lc a lig e n e s  fa eca lis 87 27 37 389 97 13 649 —
B a c illu s  b rev is 45 31 29 410 73 — 10 578 —
E sch er ich ia  c o li 63 26 42 345 180 8 664 —
P roteu s vu lgaris 73 48 22 365 94 3 625 —
D rożdże p iek a rsk ie 9,4 47 45 169 22 60 352 +
B a c illu s  su b tilis 16 70 3238 291 71 471 1157 +
C lostr id iu m  sp orogenes 42 71 56 426 75 103 773 +
C orynobacterium  x ero s is 36 92 129 270 65 385 977 +
M ycob acterium  p h le i 37 49 106 326 89 126 733 +
S ta p h y lo co ccu s aureus 38 166 110 197 73 250 834 +
S trep tococcu s fa eca lis 26 146 266 459 168 232 1297 +

wg M itchella  i M oyle'a  (93)

nych i Gram-negatywnych bakterii, wyrosłych w tym samym środowis
ku i badanych w tej samej fazie wzrostu. W yniki analiz, załączone w  ta 
blicy 5, podkreślają  pewne różnice i analogie między dwiema odmien
nie barwiącymi się grupami bakterii.

Średnie wartości na fosfor nukleinowy (KRN KDN), w ahające się 
ok. 470 mikromoli/g suchej masy we wszystkich badanych organiz
mach, potwierdzają poprzednie obserwacje M i t c h e l l a  i M o y l  e'a 
(92) oraz kilku innych autorów (B o i v  i n (20), V e n d  r e l y  (115)), że 
bakterie  Gram-dodatnie i Gram-ujemne, nie różnią się znacznie pod 
względem zawartości kwasów nukleinowych. W ybitna przewaga kwasu 
RN, stwierdzona przez S t a c e y 'a  (113a) w Gram-dodatnich organiz
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mach, znajduje .pewne wytłumaczenie w wykrytym  przez M i t c h e l 
l a  i M o y l e ' a  (92) bliżej nieznanym organicznym estrze fosforowym 
(Px), prawdopodobnie związku wieloglicerofosforowym, który  w arun 
kuje nadwyżkę fosforu we frakcji kwasu RN uzyskanej metodą 
S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  (99). Frakcja Px, spośród wszyst
kich frakcji fosforowych, reprezentuje największą rozpiętość między 
bakteriami Gramu-ujemnymi i Gram-pozytywnymi, na korzyść tych osta t
nich (kilkaset mikromoli/g suchej masy wobec kilkunastu mikromoli/g 
w przypadku organizmów Gram-ujemnych).

Bakterie Gram-dodatnie cechuje ponadto pewna nadwyżka fosforu 
kwasorozpuszczalnego oraz zawartość fosforu lipidowego (1,65%) o po
łowę niższa, niż w organizmach Gram-ujemnych (ok. 3,3% Pup.). M i t- 
c h e 11 i M o y  1 e (93) nie wykluczają możliwości, że ten  deficyt fosforu 
lipidowego pozostaje w jakimś bliżej nieokreślonym związku z wybitną 
nadwyżką frakcji Px, i na podstawie całości swoich badań sugerują, 
że kompleks lipidowo-wieloglicerofosforowo-białkowy jest jedną z p rzy ' 
czyn Gram-pozytywności ibakterii. Należy nadmienić, że wspomniane 
wyniki doświadczeń M i t c h e l l ' a  i M o l y e ' a  obok danych innych 
autorów odnośnie niższej zawartości jednoelektrododatniej argininy 
kompensowanej przez większą ilość dwuelektrododatnich jonów Mg 
w Gram-pozytywnych bakteriach podsuwają myśl o roli ewentualnej 
w ym iany jonowej w procesie barwienia wg G r a m a .

Rola kwasu DN w procesach transformacji 
szczepów bakteryjnych

W ydarzeniem w bakteriologii, które wywarło bezsprzeczny wpływ 
na ogólny rozwój badań nad kwasami nukleinowymi, były odkrycia 
A v e r  y'ego (6) i Mc C a r t h y 'ego (83 — 87) oraz B o i v  i n a  (20 — 
28), związane z transformacją szczepów bakteryjnych. Przygotował je 
G r i f f i t h  (59), k tóry  w 1928 r. był świadkiem, jak  in vivo w organiż- 
mie myszy bakterie  żywe (odmiana Streptococcus pneumoniae typu 
awirulentnego) były  pobudzone do mutacji przez bakterie  zabite (od
miana S typu zjadliwego) i zdobyły całkowicie charakter antygenow y 
i biochemiczny tych martwych bakterii. Oryginalne obserwacje G r i f- 
f i t h ' a  znalazły potwierdzenie w pracach N e  u f e  I d a  i L e v i n t h a -  
l a  (94), B a u e r h e n n a  (7), D a w s  o n a  (43) i in. W  latach później
szych to samo zjawisko zostało odtworzone in vitro przez hodowlę 
jednego typu bakteryjnego w przesączu z hodowli szczepu innego, lub 
w obecności zabitych bakterii tego innego typu ( D a w s o n  i S i a  (44), 
A 1 1 o w a y  (4) itd).

Istota transformacji długo pozostawała nieznana. Dopiero w 1944 r.
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A v e r  y 'emu (6) udało się wyekstrahować roztworem .dezoksycholaiiu 
sodu w soli fizjologicznej ze Streptococcus pneumoniae (typ II) czynnik 
w yw ołujący transformację. Zawartość azotu i fosforu w stosunku rów 
nym 1,67, odporność na enzymy proteolityczne i rybonukleazę, a n a ty c h 
miastowa inaktywacja pod wpływem drobnych stężeń dezoksyrybonu- 
kleazy oraz ruchomość elektroforetyczna identyczna z szybkością po 
ruszania się kwasu DN, dowodziły, że czynnikiem ponoszącym odpow ie
dzialność za biologiczną aktywność był swoisty wysokospolim eryzowany 
kwas dezoksyrybonukleinowy.

Prace A v e r y ' e g o  stały się bodźcem dla całej serii usiłowań m ają 
cych na celu wyizolowanie najbardziej rodzimego kw asu  DN z bak 
terii. Od 1944 r. w literaturze mnóstwo jest prac nad procesami transfor
macyjnymi u różnych bakterii oraz ulepszeń p repara tyw nych  metod 
ekstrakcji i oczyszczania bakteryjnego kwasu DN. Zdolność transform a
cyjną stwierdzono poza Streptococcus pneumoniae ( A v e r y  (6), H o 
t c h k i s s  (64, 65)) w szczepach Escherichia coli ( B o i v i n  (20 — 28), 
D i n z a n i  (45)), w szczepach Proteus (D i n z a n i (45)), Shigella para- 
dysenteriae ( V e i l  i B i n d e r  (125)), Bacillus anthracis (M a n n i- 
g e r  i współpr. (82)), w szczepach Neisseria meningitidis ( A l e x a n 
d e r  i R e d m a n  (3)), Hemophilus influenza ( A l e x a n d e r  i Le i -  
d y  (3), Z a m e n h o f  i współpr. (129)) itd.

W e wszystkich tych gatunkach bakterii pod wpływem kwasu DN w y 
izolowanego z jednego szczepu następowała pożądana zmiana procesów 
przemiany materii w szczepie ulegającym transformacji. Przypuszczalny 
mechanizm transformacji sprowadzałby się do oddziaływania ak tyw nego 
kwasu DN na nukleinowe ośrodki syntezy w obcej komórce baktery jnej, 
w kierunku odtwarzania drobin kwasu DN, identycznych z czynnikiem 
transformującym. W tórna  modyfikacja aparatu enzymatycznego w ob
cej komórce bakteryjnej znajdowała wyraz bądź w nowej substancji 
otoczkowej w przypadku Streptococcus pneumoniae (6), bądź zmodyfi
kowanej przemianie cukrowców w Escherichia coli (21—28, 45) lub Pro
teus (45), czy wreszcie w odporności na antybiotyki indukowanej 
w szczepach Hemophilus influenzae (1, 129), Ńeisseria i meningitidis (3), 
bądź Streptococcus pneumoniae (64, 65). Należy nadmienić, że badania 
D i n z a n i '  (45) sugerują możliwość transformacji nie tylko w obrębie 
jednego gatunku, ale również w szczepach należących do różnych ga
tunków biologicznie pokrew nych (np. E. coli, Proteus, Salmonella).

Dążenie badaczy do uzyskania wysokospolimeryzowanego biologicz
nie aktywnego kwasu DN, w dużej mierze zostało spełnione w latach 
1951—53 w pracach Z a m e n h o f a ,  A l e x a n d r a  i L e i d y  (1), (129) 
nad Hemophilus influenzae. Komórki przemyte rozcieńczonym roztwo
rem NaCl z cytrynianem sodu, poddawano lizie w roztworze dezoksy-
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cholanu sodu. Z osadu wytrąconego etanolem usuwano rybonukleopro- 
teid i polirybofosforany, zaś dezoksyrybonukleoproteid odbiałczano przy 
pom ocy detergentu  ,,Duponolu C" *) w roztworze chlorku sodu i cy tryn ia 
nu. Oczyszczenie kwasu DN uzupełniano oddzieleniem śladów kw asu 
RN na węglu aktywnym. Uzyskany produkt zawierał 99,3% kwasu DN, 
ślady kw asu  RN, polirybofosforanów i białka. Był to najczystszy p re 
para t  kwasu DN uzyskany dotychczas z bakterii.

J a k  małe ilości kwasu DN niezbędne są do transformacji odporności 
na streptom ycynę w jednej komórce Hemophilus influenzae wskazują 
liczby: 3-10” 14 — 10-13 g. Niewątpliwie fakt ten jest związany z b ra 
kiem znacznych ilości dezoksyrybonukleazy w H. influenzae oraz-z tech 
niką preparatyw ną, gdyż odpowiednie wartości dla Streptococcus pneu- 
moniae są rzędu 10- 9 — 10-8  g kwasu DN (6).

Rewelacyjne są wyniki ostatnich badań E p h r u s s i - T  a y l o r  
i L a t a r j e t a (51) i nad bezpośrednią inaktywacją pneumo- 
coccowego czynnika transformującego w roztworze wodnym prom ie
niami Róntgena (0-7 — 0,9 A). Krzywe inaktywacji dały zupełnie n ie
oczekiwaną wartość na masę cząsteczkową biologicznie czynnego kw a
su DN: nieco mniejszą lub równą 7,3-10;).

Zasługują na uw agę badania Z a m e n h o f a  i współpr. (129, 131) 
nad wpływem  różnych czynników natury fizycznej bądź chemicznej na 
czysty p repara t  kwasu DN z H. influenzae, obdarzony zdolnością trans
formacyjną. Jego biologiczna czynność była probierzem nienaruszonej 
funkcji, natomiast lepkość świadczyła o nietkniętej strukturze chemicz
nej. W  w yniku  tych eksperym entów stwierdzono, że lepkość i aktywność 
biologiczna są praktycznie niezmienione przez ogrzewanie w ciągu jed 
nej godziny w temp. 76 — 81 °C. W  tem peraturach wyższych cząsteczka 
kwasu DN traci kompletnie aktywność, a lepkość tylko w minimalnym 
stopniu. Rozerwanie kilku labilnycłi wiązań takich, jak  np. wiązania w o
dorowe, powodując tylko małą zmianę asymetrii cząsteczek, przekreśla 
być może całkowicie jej działanie biologiczne.

Doniosłości nietkniętej s truktury kwasu DN dla jego funkcji dowo
dzi również wpływ jonów wodorowych i wodorotlenowych. Autorzy 
stwierdzili, że po 4-godzinnym trzymaniu kwasu DN w pH 3,16 uwalnia 
się do roztworu 0,16% całości adeniny i 0,13% całkowitej zawartości 
guaniny. Zakładając, że przeciętna cząsteczka kwasu DN posiada masę 
wielkości ok. 5,5-106 można obliczyć, że w ciągu 4 godzin w pH 3,16 
traci ona zaledwie 9 cząsteczek adeniny i 4 cząsteczki guaniny. Usunię
cie tych  kilku zasad purynowych wystarcza do kompletnej inaktywacji 
kwasu DN.

* Siarczany a lk iló w  z w ysok im  odsetk iem  siarczanu d od ecy lu  sodu.
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Nieodwracalny, destrukcyjny wpływ na biologiczną funkcję kw a
su DN okazują siły jonowe, a także proces odwodnienia. Stosunkowo 
najmniejsze straty powoduje odwodnienie 75°/o alkoholem, suszenie na 
powietrzu i przechowywanie nad CaCh.

Najsilniejsze inaktywujące działanie wywiera dezoksyrybonukleaza, 
k tóra w stężeniach tak niskich jak  8,5-10“ 11 g/ml w ciągu 138 minut 
niszczy kompletnie zdolność transformacyjną kwasu DN z Hemophilus 
influenzae.

Niezwykle ciekawym jest fakt stwierdzony przez H o t c h k i s s a  (65), 
że działanie czynnika transformującego, indukującego mutację, np. od
porność na penicylinę w szczepach Streptococcus pneumoniae, jest ha 
m owane całkowicie w obecności kwasu DN pochodzącego z komórek 
organizmów wyższych, bądź z innego gatunku bakterii.

Badania nad wpływem różnych czynników fizyko-chemicznych na 
aktywność biologiczną wydają  się podkreślać jego naturę  chemiczną. 
Zupełna odporność kwasu DN na czynniki denaturujące białko i enzy
my proteolityczne stanowi jeszcze jeden dowód, że białko nie tworzy 
funkcjonalnej części aktywnej cząsteczki. Stabilność jej wobec związ
ków sterylizujących, jak  np. fenol (0,65 M), formaldehyd (0,33 M) w yda
je się w pewnym  stopniu przemawiać za tym, że mimo daleko idących 
analogii w mechanizmie działania wirusów i czynnika transform ujące
go ( C a s p e r s s o n  (33)), ani wirusy ani postacie L drobnoustrojów nie 
w arunkują  transformacji szczepów bakteryjnych.

Struktura kwasów nukleinowych bakterii

Konsekwencją dość rewolucyjnej roli kwasów DN w procesie kiero
w anych mutacji były odkrycia w jego strukturze chemicznej. Prace 
A v e r  y 'ego i jego następców zachwiały poglądem o wyłącznym istnie
niu jednego typu kwasu DN. Swoistość cech transportow ana przez kw a
sy DN musiała mieć swoje źródło w strukturze tych kwasów swoistej 
dla danego szczepu. Różnice w proporcji, czy sekwencji nukleotydów 
tworzących łańcuch kwasu nukleinowego, mogły być przyczyną specy
ficznych efektów.

Osiągnięcia A v e r  y 'ego stały się bodźcem do badań nad  strukturą 
kwasów DN z różnych źródeł między innymi z bakterii. Prace z ostat
nich lat V i s c h e r a ,  Z a m e n h o f a  i C h a r g a f f a  (22, 39) oraz 
W y a t t a ,  M a r k h a m a  i S m i t h a  (110, 128) nad składnikami azo
towymi wyjawiły daleko idące różnice w składzie, a tym samym przy
puszczalnie i w nukleotydowej sekwencji kwasów DN należących do 
różnych gatunków bakterii. Różnorodna zawartość poszczególnych za
sad azotowych przemawiała za niezwykle bogatą s trukturą nukleinową
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komórki bakteryjnej. W nikliwe badania wzajem nych molowych stosun
ków puryn i pirymidyn w kwasach DN różnego pochodzenia upoważniły 
C h a r g a f f a  i współpr. (35, 36, 39) do ujęcia wszystkich kwasów DN 
w dwa główne typy: typ „AT" z przeważającą zawartością adeniny i ty- 
miny, oraz typ ,,GC" cechujący się znaczną ilością guaniny i cytozyny.
O ile wszystkie p repara ty  kwasów DN zwierzęcego i roślinnego pocho
dzenia szeregowały się przeważnie w grupie „AT" i w ykazyw ały stosu
nek  puryn do pirym idyn bardzo bliski jedności, o tyle poznane wówczas 
kwasy DN z M ycobacterium tuberculosis (122), Bacillus Schatz, Serratia

T a b l i c a  6 
Z asady azotow e k w a só w  D N  (typu ,,GC'') bakterii

M ol. zasady na 1 m o l P
Pur.

Szczep

A
d

en
in

a

G
u

an
in

a

C
yt

oz
yn

a

T
ym

in
a Ad. T ym . Ad. Gu.

A utor
Gu. Cyt. Tym . Cyt. P i-

rym

Myc. tuberculosis  
(typus hum anus)

0,180 0,285 0,333 0,200 0,63 0,60 0,90 0,85 0,87 S m ith  i W yatt 
(109)

M yc. tuberculosis  
(typus bovinus) 0,178 0,293 0,338 0,190 0,61 0,56 0,94 0,87 0,89

S m ith  i W yatt 
(109)

M yc. tuberculosis  
(typus avium ) 0,120 0,280 0,255 0,103 0,43 0,40 1,16 1,29 1,12

V isch er  i 
w spółpr . (122)

Myc. phlei 0,143 0,280 0,255 0,123 0,57 0,45 1,16 1,91 0,98
L aland  

i w sp ó łp r . (78)

Serra tia  m a rc e 
scens 0,180 0,237 0,278 0,175 0,76 0,63 1.03 0,85 0,92

Z am enhof i 
w spółpr. (130)

Bacillus Schatz 0,179 0,253 0,281 0,162 0,68 0,58 1,07 0,90 0,96
Z am enhof i 

w spółpr. (130)

marcescens (39) zdawały się wyraźnie należeć do typu „GC" i odzna
czały się poważnymi różnicami w stosunkach puryn  do pirymidyn oraz 
całą gamą wzajemnych proporcji poszczególnych zasad azotowych. Za
rysowała się biochemiczna różnica pomiędzy światem zwierząt i roślin, 
a światem bakterii. Pogłębiał ją  jeszcze fakt stwierdzony międzyi nnymi 
przez V i s c h e r a ,  Z a m e n h o f a  i C h a r g a f f a  (122), L a 1 a n- 
d a  i współpr. !(78) oraz W y a t t i a ,  M a r k h a m a  i S m i t h a  (110, 
128), a mianowicie b rak  metylocytozyny w prątkach  gruźliczych i innych 
bakteriach w przeciwieństwie do całego szeregu kwasów DN pochodze
nia zwierzęcego i roślinnego.

Badania nad kwasami DN innych gatunków bakterii wykazały  zadzi
wiającą rozmaitość składu pod względem zasad azotowych i w ykryły  
obok typu ,,GC" (tablica 6) przedstawicieli typu ,,AT" w Hemophilus in-
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fleunzae ( Z a m e n h o f  i współpr. (130)), czy Streptococcus pneum o
niae ( Da ł y ,  A l l f r e y  i M i r s k y  (42)) oraz dowiodły w ystępow a
nia kwasu DN o składzie pośrednim między dwoma głównymi typami, 
np. w Escherichia coli (G a n d e 1 a m a n i in. (54)). Kwas DN tego or
ganizmu odznacza .się niemal równoważną zawartością 4-azotowych 
składników (tablica 7).

T a b l i c a  7

Zasady azotow e k w a só w  DN bakterii (typ ,,AT" i pośredni)

M ol zasady na 1 m o l P

szczep A d e
nina

G ua-
n in a

C yto-
zyna

T y -
m ina

T yp Ad. Tym . Gu. Ad. Pur. A utor
Gu. Cyt. Cyt. T ym . P iry m .

H. in f lu 
enzae 0,296 0,169 0,182 0,280 „A T “ 1,75 1,54 1,06 0,93 1,01

Z am en h of i 
w sp öp r. (130)

Str. p n e 
u m o n ia e 0,300 0,210 0,180 0,300 „A T “ 1,43 1,67 1,00 1,17 1,01

D aly , A llfr e y  
i M irsk y  (42)

R. burnett i 0,295 0,233 0,270 0,260 „A T “ 1,33 1,18 1,13 1,01 0,98 S m ith  i S to c 
ker (111)

R. p r o v a -  
zek i 0,360 0,170 0,150 0,320 „A T “ 2,12 2,13 1,13 1,13 1,11

W yatt i C ohen  
(128)

E. coli  
K -12 0,247 0,236 0,239 0,227

T yp
pośr. 1,05 0,95 1,09 0,99 1,04

G and elm an  
i w sp o lp r . (54)

Przypuszczalnie dalszy wnikliwy wgląd w strukturę kw asów  DN róż
nego pochodzenia wykaże przypadkowość udziału kw asu DN o typie 
„AT" w budowie wyższych organizmów, tym niemniej jest  ciekawe, 
że właśnie bakteryjne kwasy DN reprezentują nie tylko typy  „AT" 
i ,,GC", ale również postacie przejściowe.

Godne uwagi są prace G a n d e 1 m a n'a, Z a m e n h o f a  i C h a r -  
g a f f a  (54) stwierdzające, że trzy różne szczepy E. coli, wyrosłe za
sadniczo w identycznych warunkach, a różniące się pochodzeniem i bio
chemicznymi właściwościami, dostarczają prepara ty  kw asów  DN o nie
mal identycznym składzie puryn i pirymidyn. Stałość składu kw asów  DN 
w obrębie jednego gatunku zostaje zachowana nawet w szczepie E. coli 
niezdolnym do syntezy tyminy, a wyhodowanym  wobec 50-krotnego nad
miaru tyminy w porównaniu z ilością niezbędną dla optymalnego wzro
stu (tablica 8). Niezależność składu kwasów DN od środowiska odżyw
czego podkreślają badania S m i t h a  i W y a t t a  (110) nad E. coli 
(mutant B/r).

Poważne różnice w składzie kwasów DN różnych gatunków tego sa
mego rodzaju bakterii dają się dodatkowo zaobserwować na przykładzie 
Rickettsia burnetti. Dowodzi tego analiza chromatograficzna puryn  i piry-
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[17] KWASY NUKLEINOWE BAKTERII 259

midyn w kw asach  DN z Rickettsia burnetti ( S m i t h  i S t o c k e r  (111), 
oraz Rickettsia provazeki ( W y a t t  i C o h e n  (128a) wyrosłych na za
rodku ja ja  kurzego.

Pomimo głębokich różnic w zawartości poszczególnych zasad azoto
wych (tablica 8), kwasy DN obu gatunków Rickettsia powtarzają zasad
niczy obraz s truktury  wszystkich kwasów DN dzięki molowym stosun-

T a b l i c a  8

Z aw artość puryn i p irym idyn w kw asach  D N  trzech szczepów  E. coli

Szczep
Pur.

P irym .A d en in a G uanina C ytozyna T ym ina

E. coli  K - 1 2 0,247 0,236 0,239 0,227 1,04
E. coli  U 0,240 0,234 0,239 0,224 1,02
R. coli  T 0,227 0,215 0,229 0,221 0,98

w g G andelm ana, Zam enhofa i Chargaffa (54)

kom (adeniny): (tyminy) i guaniny): (cytozyny) bliskim jedności. Propor
cje (adenina < +  tymina): (guanina +  cytozyna), wynoszące 1,25 dla kw a
su DN z Rickettsia burnetti i 2,58 dla Rickettsia provazeki, podkreślają  
odrębność gatunkową.

Ostatnią rewelacją w strukturze kwasów nukleinowych bakterii jest 
w ykry ta  przez D u n n a  i S m i t h a  (47, 48) w kwasach DIS z B. coli
15 T~ i kilku innych organizmów nowa zasada purynowa: 6-metylo-

Ta b l i c a  9
Z aw artość puryn i p irym idyn w kw asie  DN z B. co li 15 T (różne 

w arunki wzrostu)

M ol zasady/100 m o li

W arunki w zrostu A d en in a G uanina C ytozyna T ym ina
6 -m e ty lo -
a m in o p u -

ryna

T ym ina  
(25 g /m l) 23,6 27,5 26,2 22,4 0,4

T ym in a  
(1,5 g /m l)

+  5 -a m in o u ra -  
c y l  (10 3 M) 22,3 27,6 26,2 19,1 4,2

aminopuryna. Zawartość jej w kwasie DN z B. coli 15 T~ zmienia się 
w  zależności od ilości tyminy w środowisku odżywczym i w przypad
ku  bakterii wyrosłych wobec nadmiaru tyminy wynosi ok. 0,4°/» całości
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zasad. W  kwasach DN bakterii z pożywek o niskim stężeniu tyminy 
ilość ta zwiększa się do 4,2% przy równoczesnym spadku zawartości ty
m iny i adeniny (tablica 9). Nowa zasada purynow a występuje  w ilości 
równoważnej 2%  adeniny w kwasach DN z B. coli, B. coli K-12, Aero- 
bacter aerogenes, podczas gdy odpowiednia wartość dla Myc. tubercu- 
losis wynosi zaledwie 0.4%.

O ile dane tyczące struktury  kwasów DN bakterii są jeszcze bardzo 
skąpe, o tyle znajomość bakteryjnego kwasu RN jest prawie żadna. Pew
ne światło na skład kwasów RN bakterii rzucają ¡badania C l i n t o n  
i P a r s o n  s (40) nad Clostridium perfingens, K h o u v i n e i współpr. 
(72) nad Mycobacterium phlei oraz S h u g a r a  i J a r m o l i ń s k i e j  
(108) nad bakteriami termofilnymi.

Analiza chromatograficzna puryn  i pirym idyn w kwasie RN z Myc. 
phlei wykazała proporcje zasad azotowych na ogół zbliżone do odpo
wiednich wartości dla kwasów RN wyższych organizmów, tj. wyraźną 
przewagę puryn  (2,33 : 1) oraz znacznie wyższą zawartość guaniny i cy- 
tozyny niż adeniny i uracylu. Stosunek puryn  do pirym idyn w kw a
sie RN z Cl. perfringens był tylko nieznacznie wyższy od jedności (1,25), 
a w kwasach RN B. subtilis i pewnej bakterii termofilnej niemal równy 
jedności (tablica 10).

T a b l i c a  10

Z asady azotow e k w a só w  RN, M yc. phle i  i Cl. perfringens

Szczep Pur Gu. Cyt. A utor
P irym . Ad, Ur.

M yc. p h le i 2,33 1,45 2,83 K h ou vin e  
i w spółpr. (72)

Cl. perfrin gen s 1,29 1,16 1,69 C linton  
i P arsons (40)

Pewną dodatkową rolę kwasu RN w bakteriach sugerują badania 
M a r s h a k a  (81) nad zawartością puryn i pirymidyn w całości obu 
kwasów nukleinowych trzech szczepów E. coli, z których jeden szczep 
(szczep B/r) okazał się więcej odpornym zarówno na promienie Rónt- 
gena, jak  i nadfiołkowe. W łasność ta znalazła odbicie w odmiennym 
składzie jego kwasów nukleinowych. Odporny szczep B/r różnił się od 
szczepu macierzystego zawartością adeniny wyższą o 7%, gauniny o 41%, 
a cytozyny o 23%'. Ilość uracylu, w zestawieniu ze szczepem wyjścio
wym, była niższa o 15% przy zawartości tyminy identycznej w obu szcze
pach (tablica 11). W yraźna nadwyżka wszystkich zasad azotowych 
(w przybliżeniu 56%) w szczepie B/r, przy braku różnic w ilości tyminy,
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prawdopodobnie znajduje uzasadnienie w zwiększonej zawartości kw a
sów RN.

W ydaje  się, że cytoplazmatyczne kwasy RN odgrywają rolę pewnej 
ochronnej zasłony wokół części bakteryjnej komórki wrażliwej na dzia
łanie promieni tj. m ateriału jądrowego. Można się domyślać, że w ży
ciowym cyk lu  (bakteryjnej komórki mają miejsce okresy wzmożonej i ni
skiej wrażliwości na działanie czynników zewnętrznych i że znajdują 
one wytłumaczenie w odpowiednio niskiej i wysokiej zawartości kw a
sów RN.

T a b l i c a  11

Z aw artość puryn i p irym idyn w  3 szczepach  E. co li (frakcja kw ason ierozpusz-
czalna)

(M ikrom ole/m g suchej m asy)

Szczep A d en in a G uanina C ytozyna U racy l T ym in a

B 0,118 0,150 0,119 0,068 0,026
B /r 0,127 0,212 0,147 0,058 0,026

K ij 0,097 0,158 0,117 0,044 0,023

w g M arshaka (81)

Wielostronności wielkocząsteczkowej s truktury bakterii dowodzą ob
serwacje Z a m e n h o f a  i współpr. (133) dotyczące obecności w su
rowym preparacie  kwasów nukleinowych z Hemophilus influenzae frak
cji czynnej immunologicznie, o charakterze nie wielocukrów, ale zupeł
nie nowych niespotykanych nigdy dotąd wysokich polimerów, w których 
cukry, prawdopodobnie cząsteczki rybozy, są połączone ze sobą przez 
kwas fosforowy. Autorzy nadają  tym związkom nazwę polirybofosfora- 
nów i proponują  hipotetyczny wzór, który zamyka w sobie dwa łańcu
chy polirybofosforanowe z zasadniczym 3 : 5 wiązaniem estrowym przez 
kwas fosforowy, połączone wzajemnie przez wiązanie 1 : 1 glikozydowe 
(tablica 12). Polirybofosforany dawałyby obraz łańcucha polirybofosfo- 
rowego takiego, jaki w ystępuje w kwasach RN, w którym miejsce pu 
ryn i pirymidyn zajęte byłoby przez drugi podobny łańcuch sprzężony 
z pierwszym wiązaniem glikozydowym. Z a m e n h o f  i współpr. suge
rują, że polirybofosforany są substancją macierzystą dla kwasów nuklei
nowych i zwracają uwagę na obecność tych związków w organizmach 
przedstawiających wcześniejsze stadium w rozwoju filogenetycznym.

Szczupłe ramy referatu nie pozwalają zamknąć w nich całości zagad
nienia kwasów nukleinowych bakterii w tym aspekcie chemicznym, 
a zwłaszcza biologicznym, na jaki zezwala współczesny stan wiedzy. 
Fragmentaryczny zarys badań, przedstawiony na dzisiejszym sympo
zjum, spełni jednak  swoje zadanie jeżeli uwypukli fakt, że gigantyczny
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262 L. KŁYSZEJKO [20]

kompleks cukrowo-tłuszczowo-nukleoproteidowy, jaki reprezentuje 
drobna komórka bakteryjna, odznacza się niesłychanie bogatą strukturą 
nukleinową, która czeka na bardziej wnikliwe wejrzenie bio-fizyko-che- 
miczne.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T O M  II  1956 Z E S Z Y T  2

7 ~  A N T O N I  D M O C H O W S K I

K wasy nukleinow e wirusów

Zakład B iochem ii U n iw ersy tetu  Łódzkiego

Zadaniem niniejszego referatu jest próba omówienia, w szczupłych 
ram ach naszego Sympozjum, współczesnych wiadomości o udziale kw a
sów nukleinowych w budowie wirusów oraz roli, odgrywanej przez te  
związki w działaniu wirusów na komórkę żywą.

Odpowiedź na oba powyższe pytania  nie jest rzeczą ani wdzięczną, 
ani łatwą. Zagadnienie wirusów jest zagadnieniem tak  obszernym i do
tyczącym  najistotniejszych właściwości substancji żywej, że naw et do
kładne poznanie ich podstaw owych składników chemicznych nie może 
rościć sobie pretensji do wyczerpania bezliku nasuwających się tem a
tów.

Biochemia wirusów może być tylko częścią wirusologii ale, jak  się 
stopniowo okazuje, tą częścią, k tóra jest prawdopodobnie najbardziej po 
wołana do wyjaśnienia istoty wirusów i mechanizmu ich działania.

Problemy wirusologii w ich ogólnym aspekcie (biologicznym i bio
chemicznym były już rozpatrywane dokładnie na ostatnim grudniowym  
Sympozjum o biologii wirusów, toteż niniejszy przegląd stanowić będzie 
raczej uzupełnienie podanych wówczas wiadomości od strony znacze
nia kwasów nukleinowych dla zbadania istoty wirusów, z jednoczesnym  
podaniem ostatnich osiągnięć w tej dziedzinie.

W iele czasu musiało upłynąć od epokowego odkrycia I w a n o w 
s k i e g o  (21) w 1892 roku do chwili uzyskania realnych danych, do
tyczących chemii wirusów.

Dopiero wykrystalizowanie wirusa mozaiki tytoniowej przez S t a n -  
1 e y 'a  (38) umożliwiło B a w d e n o w i  i P i r i e  (5) w 1937 roku s tw ier
dzenie jego budowy nukleoproteidowej. W  tymże czasie S c h l e s i n 
g e r  (32) wykazał obecność dezoksyrybonukleoproteidu w bakteriofa
gach E. coli.

2 0  lat temu położono więc istotne fundamenty pod teorię nukleopro
teidowej budow y wszelkich wirusów, a najnowsze badania zdają się

[267]
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wykazywać, że nieprzeliczonej ilości form występowania wirusów od
powiada niemniejsza ilość ich składników chemicznych — nukleopro
teidów, a może nawet i samych kwasów nukleinowych.

Nie możemy jeszcze w chwili obecnej podać żadnych reguł zależ- - 
ności form morfologicznych lub działania wirusów od obecności w nich 
takich lub innych kwasów nukleinowych, ale wiemy już, że takie reguły 
muszą istnieć i że ujawnienie ich jest tylko k>vestią czasu.

Narazie stoimy wobec faktu, że najważniejsza cecha wirusów — ich 
zdolność reduplikacji w komórce żywej, jest funkcją t. zw. składnika 
nukleinowego, przy czym skala jakości i ilości tego składnika jest 
ogromna.

I tak jedne typy wirusów, jak  np. dobrze poznane t.zw. ,,stałe" k ry 
staliczne wirusy roślinne, zawierają kwas RN i to w ilościach od 5%  do 
40%, ale jednocześnie staje się prawdopodobne istnienie nieznanych 
jeszcze „niestałych" wirusów roślinnych, ogromnych rozmiarów, n ie
koniecznie budowy rybonukleoproteidowej, zbliżonych być może do 
t.zw. wirusów zwierzęcych (B r a k k e (7) i inni).

Diametralnie różne morfologicznie wirusy bakteryjne-bakteriofagi, 
zawierają  tylko kwas DN i to w ilościach przekraczających nawet 40°/o, 
zaś wirusy owadów, drobny ułamek których jest nam dopiero znany, 
zawierają również kwas DN, w ilościach około 20°/o.

Gdy przechodzimy do t.zw. popularnie wirusów zwierzęcych, to n a 
potykam y całą gamę form występowania i takąż gamę zawartości kw a
sów RN i DN, oddzielnie lub razem.

W irusy grupy ,,pox" np. wirus krowianki lub „m olluscum  contagio- 
sum "  zawierają jakoby kilka procent kwasu RN, a wirus grypy, według 
najnowszych danych ( A d a  i P e r r y) (1), (2) tylko kwas RN i to 
w ilościach około 0 ,8 %.

Rybonukleoproteidowe, krystaliczne wirusy roślinne, jak  np. wirus 
mozaiki tytoniowej (WMT), żółtej mozaiki rzepy (WMR), krzaczastości 
pomidorów i inne były od początku najdogodniejszym objektem badań 
nad budową i lokalizacją składnika nukleinowego.

Dotychczasowe badania dotyczyły tylko ilości kwasów RN wirusów 
oraz kształtu i wielkości ich cząsteczek, ale od pewnego czasu punkt 
ciężkości przesuwa się w kierunku badań nad stosunkiem ilościowym 
poszczególnych składników purynowych i pirym idynowych odrębnych 
wirusów.

Współczesne prace dają nam powody do przypuszczeń, że świeżo 
opracowane metody oznaczania sekwencji nukleotydów w kwasach n u 
kleinowych, podobnie jak  i aminokwasów i łańcuchach peptydowych,
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pozwolą nam wreszcie wykazać zależność charakterystycznych w łas
ności poszczególnych wirusów oraz ich odmian od drobnych różnic 
w ich budowie chemicznej. (M a r k  h a m i inni) (27), (K n i g t h) (23). 
N aw et niewielkie różnice w trwałości wiązania kwasów RN z białkami, 
wywołane, być może, tą  różną sekwencją elementów budowy stają  się 
obecnie przemiotem badań.

T a b l i c a  1

K R N
°/o

A d en in a G uanina |C ytozyna i U racy l  

w  m o l a c h

W irus żółtej m ozaiki rzepy 35 0,23 0,17 0,38 0,22

W irus m ozaik i ty ton iow ej 6 0,29 0,26 0,18 0,27

W irus krzaczastości pom i
dorów 16 0,25 0,28 0,22 0,25

W irus m ozaik i fasoli 22 « — — — —
W irus nekrozy tyton iu 17 — — — —

W irus p ierścien iow atośc i
tyton iu 40 . — — ---

Rozpatrzmy obecnie na paru choćby przykładach stan wiedzy o kw a
sach RN wirusów roślinnych.

Skład nukleotydowy KRN wirusów roślinnych 
(Markham 1953)

5 -wirus mozaiki tytoniowej, 6 -wirus krzaczastości pomidorów 

7-wirus żółtej mozaiki rzepy, 8 - KRN drożdży

Rys. 1. Udział p oszczeg ó ln y ch  n u k leo tyd ów  cząsteczek  kw asu  
RN z trzech w irusów  roślin nych  oraz z drożdży. G —  kw as 
guan ilow y, A  —  aden ilow y , C —  cy ty d y lo w y , U —  urydylow y.

Dla kilku wirusów zawartość kwasów RN i ilość poszczególnych 
składników purynow ych i pirym idynowych jest już dobrze znana. Po
wyżej podajemy tabelę zawartości kwasów RN w procentach i zasad 
azotowych w molach ( M a r k h a m  i S m i t h )  (28). Tabl. 1.
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W ykres M a r k h a m a  (27) ilustruje jaskraw o znaczne różnice 
w zawartości obu puryn  i pirym idyn różnych wirusów roślinnych, przy 
czym odrębne szczepy mają w zasadzie skład jednakow y. (Rys. 1).

Kwas RN odczepiony z wirusa żółtej mozaiki rzepy, w ilości 35%, 
uważany jest za jeden z najczystszych preparatów  RN otrzymanych do
tychczas. W irus ten występuje  w dwóch formach kulistych, dających się 
rozdzielić zapomocą ultrawirowania. Tylko jedna z tych  form zawiera 
kwas RN, druga jest czysto białkowa i ta szczęśliwa okoliczność po
zwoliła po raz pierwszy stwierdzić niezbędność składnika nukleinowego 
dla procesu zakażenia rośliny.

Możemy jeszcze dodać, że w ym iary  obu form wspomnianego wirusa 
wynoszą około 23 milimikronów, ale masy cząsteczkowe ich są różne, 
a mianowicie 5 milionów i 3 miliony, zaś pojedyńczej cząsteczki RN 
około 18 tysięcy (28).

Lokalizacja kwasu RN w WMR jest dość niespodziewana, gdyż, jak  
to już podał Prof. B a r a n o w s k i  na grudniowym Sympozjum w iru
sowym, znajduje się on w całości weiwnątrz cienkiej wydrążonej kuli 
białkowej, grubości zaledwie paru  milimikronów ( S c h m i d t  i inni) (3 3 ).

Takie rozmieszczenie wyklucza wyłączne jonowe wiązanie kwasu RN 
poprzez grupy fosforanowe z grupami NH 2 w zewnętrznej warstwie 
białkowej i wymaga zwinięcia łańcuchów nukleotydow ych być może 
w rodzaj superspirali.

W irus mozaiki tytoniowej (WMT) posiada najprawdopodobniej ma
sę cząsteczkową około 50 milionów (W i 11 i a m s i inni) (44) i zaw ar
tość kwasu RN około 6 °/o>, a kwas ten w ystępuje  jakoby  w formie spo- 
limeryzowanej, o masie cząsteczkowej 300 000 ( C o h e n  i S t a n l e y )
(11). Jednak  nowsze badania (M a r k h a m i inni) (27) nad ilościami 
skrajnych grup 3,5-dwufosfonukleozydowych oraz nukleozydowych in
dywidualnych łańcuchów kwasów RN, zmniejszają wyżej wymienioną 
liczbę do kilkunastu tysięcy, tj. do napotykanej we wszystkich znanych 
kwasach RN.

Badania rentgenograficzne W  a t s o n a (42) wykazały  z dużą dozą 
prawdopodobieństwa, że kwas RN wirusa mozaiki tytoniowej jest zlo
kalizowany wewnątrz pałeczek, stanowiąc oś lub osie dokoła k tórych 
są nawinięte spiralne jednostki białkowe w ilości około 1 2 0 0 , o masie 
cząsteczkowej około 35 tysięcy każda. Ponieważ składają się one 
z dwóch podjednostek o charakterze odrębnych łańcuchów peptydo- 
wych mielibyśmy w rezultacie w jednej pałeczce W MT około 2500 łań
cuchów. Podobną liczbę otrzymano również na drodze badań bioche
micznych przez odczepianie treoniny przy pomocy karboksypolipepty- 
dazy z WMT, a także z samego białka wirusowego. W obec tego, że 
treonina stanowi jedyny skra jny  aminokwas wszystkich łańcuchów pe-
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ptydow ych  od strony kwasowej, to otrzymana wydajność 0,7% ( H a r 
r i s  i K n i g t h) (16), wskazywałaby na masę cząsteczkową jednej pod- 
jednostki ±  17000, oraz ilość 2900 łańcuchów w jednej pałeczce WMT.

Energiczny rozkład WMT za pomocą siarczanu dodecylu, a więc de- 
te rgenta  rozbijającego tylko słabe wiązania (głównie wodorowe), do
prowadziły  również do stwierdzenia metodą ultrawirowania w yłączne
go w ystępow ania  podjednostek o masie 1 0 — 2 0  tys.

W szystkie  te prace przemawiają zgodnie za koncepcją budowy czą
steczek W M T w postaci sztywnych wydrążonych pałeczek, złożonych 
z dwóch odrębnych części, wewnętrznej rybonukleinowej i zewnętrznej 
białkowej, utworzonej z ±  3000 jednakowych, luźno związanych zwi
niętych spiralnie, podw ójnych jednostek peptydow ych o masie k ilku
nastu  tysięcy każda. Ostatnie ¡badania rentgenograficzne F r a n k l i n
(1 2 ) dały nam szczegółowy obraz takiej pseudokrystalicznej pałeczki 
WMT, stwierdzając w ybitną nie
ciągłość budowy i ustalając do
kładne wym iary  pojedyńczych 
ogniw białkowych (Rys. 2).

Najnowsze badania ( S c h r a m m  
i A n d e r e r )  (34), ( B r a u n i -  
t z e r) (8 ), (N i u i F r a e n k e l -  
C o n r a t )  (29) zapoczątkowały 
już serię prac  nad sekwencją ami
nokwasów identycznych podjed
nostek i ustaliły kolejność: treo- 
nina-alanina — prolina od strony 
kwasowej oraz prolina-alanina — 
kwas glutaminowy od strony ami
nowej.

(o) (b)
Rys. 2. U p roszczony schem at układu cząstek  
b ia łk ow ych  pa łeczk i w irusa m ozaik i ty to 
n iow ej (bez kw asu  RN), (a) Jednostk i i pod- 
jednostk i sześciu  skrętów  lin ii śrubow ej w  
przekroju podłużnym , (b) 12 jed n o stek  je d 
n ego  skrętu w  przekroju poprzecznym . 
Strzałki w skazują  k ierunek  łańcuchów  b ia ł

kow ych . ( F r a n k l i n  1955).
K n i g h t (23) ustalił za pomo

cą działania karboksypolipetydazy, że wszystkie szczepy WMT mają 
identyczny skrajny składnik treoninę, natomiast u innych wirusów roś
linnych np. u WMR te skrajne aminokwasy są różne. Powyższe badania  
oraz dane M a r k h a m a  (27), stwierdzające różnice w końcowych gru
pach nukleotydowych np. 3,5-dwufosfonukleozydy u WMT, a 3-fosfo- 
nukleozydy u WMR nasuwają  przypuszczenia ścisłej koordynacji budo
wy obu odpowiadających sobie rodzajów łańcuchów •— aminokwaso- 
wych i nukleotydowych.

Jak  skomplikowane jest jednak  zagadnienie budowy i działania W M T 
to widać z prac W a n g a  i C o m m o n e r a  (41), którzy po normalnym 
wyciągnięciu roztworami buforowymi całego WMT izolowali przez dal
szą ekstrakcję roztworem chlorku sodu jeszcze drugą frakcję, nazwaną
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przez nich 18, wprawdzie identyczną biologicznie, ale odrębną elektro- 
foretycznie, o innym składzie aminokwasowym, a prawdopodobnie i nu- 
kleotydowym. Obok innych przypuszczeń wspomniani autorowie u w a 
żają za wielce prawdopodobne występowanie pośrednich produktów 
kompletnej syntezy WMT. Że istotnie produkty  przejściowe istnieją, 
tego dowiedli ostatnio J e  e n  e r  i inni (22). Izolowali oni dwa białka, 
immunologicznie zbliżone do WMT, t.zw. rozpuszczalne antygeny o nis
kiej masie cząsteczkowej, nieczynne biologicznie i nie zawierające k w a 
su nukleinowego. W ydawało się więc bardzo prawdopodobne, że część 
białkowa i kwas RN w wirusach roślinnych, zupełnie podobnie jak  
u wirusów zwierzęcych i bakteryjnych, są syntetyzowane oddzielnie, 
łącząc się następnie na pełny wirus. W arunki zewnętrzne powodujące 
zwolnioną syntezę kwasu RN, mogłyby wywołać nagromadzenie się od-

Rys. 3. U łam ki p a łeczek  w irusa m ozaik i ty to n io w ej, n itk i kw asu  RN oraz 
„paciorki" b iałkow e, otrzym ane przez degradację W M T w  pH 10,3. X  

’ 150 000. ( S c h r a m m  1955).

dzielnych składników białkowych. Pojawienie się w różnych fazach in
fekcji wirusem WMT określonych ciał białkowych, nieinfekcyjnych, bez 
kwasu nukleinowego, obserwowali także inni badacze np. T a k a h a s -  
h i i I s h i i (39), oraz C o m m o n e r  i inni (10), a wszystkie te prace 
przemawiały zgodnie za luźnym powiązaniem obu składników wirusa t.j. 
białkowego i nukleinowego oraz za możliwością odrębnego ich w ystę
powania.

Poglądy te zyskały ostateczne potwierdzenie dzięki szybkim postę
pom mikroskopii elektronowej, umożliwiającym otrzymanie ostrych mi- 
kroelektronogram ów w powiększeniach 150 tysięcy razy.
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S c h r a m m  i inni (35) podali zdjęcia otrzymane po uprzednim elek- 
troforetycznym rozdzieleniu produktów alkalicznego rozpadu WMT, 
a H a r t  (17) po rozczepieniu tego wirusa przy pomocy siarczanu dode- 
cylu.

W  obu przypadkach otrzymane ojbrazy nie pozostawiają wątpliwości, 
że pałeczki WMT są w rzeczywistości rurkami nukleoproteidowymi, 
utworzonymi z połączonych w jedną linię, śrubową drobnych ogniw b iał
kowych, nawleczonych na podobieństwo korali na nić (prawdopodobnie 
podwójną) z kwasu rybonukleinowego. Izolowane nitki nukleinowe by ły  
długie (do 3000 A) lub krótkie, zależnie od w arunków rozczepienia, ale 
jednakowej grubości 30—40 A, a więc wymiarów podwójnego łańcucha 
nukleotydowego. Najmniejsze ogniwa białkowe mają przy tym budow ę 
pierścieni zlepionych w całą gamę ułamków pałeczek różnej długości. 
(Rys. 3 i 4).

Rys. 4. Pałeczki w irusa m ozaik i ty to n io w ej po ogrzaniu z detergentam i. 
W idoczne n itk i kw asu  RN w ew nątrz cy lin d ryczn ych  u łam ków  pałeczek  

W MT. X  60.000. ( H a r t  1955).

Interesujące fakty, tłumaczące być może różnice symptomów zakaże
nia u pokrew nych odmian, podali G i n o z a  i inni (14). W ykryli  oni 
w specjalnie otrzymanym, ale krystalicznym preparacie WMT barw ny  
kompleks wirusa z nukleoproteidem zakażonej komórki roślinnej, kom 
pleks czynny biologicznie, nie da jący  się rozdzielić elektroforetycznie, 
natomiast bardzo łatwo zadziałaniem dwu- i trójwartościowych anionów 
np. buforem fosforanowym. Uszeregowanie rozczepiającego działania 
anionów wskazuje na prawdopodobne wiązanie chelatowe, a część ba rw 
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na wynosząca zaledwie 0-2% całego kompleksu zawiera aż 37% kwasu 
RN. Różne odmiany WMT w ykazyw ały przy tym różnice w powinowac
twie komórkowej części barwnej do wirusów WMT, co może być w pew 
nym związku z różnicami symptomów napotykanych w przyrodzie. N a
leży przypomnieć, że autorowie niemieccy już oddawna zauważyli różną 
siłę wiązania kwasu RN z białkiem u różnych szczepów WMT.

Badania G i n o z y są być może pierwszym krokiem do zrozumienia 
sposobów „włączania się" nukleoproteidów wirusowych w wir przemian 
materii komórki zakażonej oraz możliwości modyfikacji tych  przemian 
i wzajemnych adaptacji, tak podkreślanych przez autorów radzieckich 
(T o w a r n i c k i j )  (40).

Niezwykle dogodnym objektem badań biochemicznych są wirusy 
owadów, dzięki występowaniu w jądrach  komórek licznych wtrętów
o kształcie wielościanów. W trę ty  te zawierają 3—5%  wirusa uwięzio
nego w różnych stadiach rozwoju, czy to w postaci pałeczek otoczonych 
błonką, czy też kulistych podjednostek, o przekroju zaledwie 2 0  mili- 
mikronów.

W irusy  te można było otrzymać w stanie bardzo znacznej czystości, 
rozpuszczając wielościany rozcieńczonymi roztworami sody. Są to nu- 
kleoproteidy zawierające około 20% kwasu DN i stałe ilości żelaza. 
(B e r g o 1 d) (6 ). Znane są ponadto kuliste w irusy cytoplazmatyczne oraz 
t.zw. f(kapsularne" z limfy owadów, gdzie wewnątrz kapsułki tkwi jedna 
pałeczka, składająca się również z kulistych podjednostek.

Frapujące elektronogramy całego cyklu rozwojowego wirusa jed 
wabnika otrzymali S m i t h  i X e r o s (  1953) (37). Pierwsze stadium — 
to powstanie w jądrze zbitej masy chromatynowej, t.zw. „siatki jąd ro 
wej", z której najpierw oddzielają się pałeczki, a z nich kuleczki. W i
rusy wyłaniają się więc bezpośrednio z m ateriału komórkowego, 
a S m i t h  uważa je wprost za wyróżnicowany produkt zmienionego m e
tabolizmu komórki.

Gdy przechodzimy do właściwych wirusów zwierzęcych, to uderza 
nas wielka skala rozmiarów — od kilkunastu do trzystu milimikronów, 
przy czym kwas nukleinowy jest różnorodny.

Największe wirusy tego typu, z wyłączeniem grupy Psittacosis zali
czanych już obecnie do Rickettsiales, -ujmowane są w najnowszym po
dziale wirusów w jedną grupę ,,poxwirusów". Są to olbrzymy o wym ia
rach — 200 — 300 milimikronów, z wyraźnym  tzw. „jądrem" widocz
nym po strawieniu ciałek elem entarnych pepsyną, a znikającym  po dal
szym trawieniu dezoksyrybonukleazą i na nowo pepsyną. Jąd ra  te  są 
więc bardzo podoibne do jąder  bakteryjnych, co podkreśla P e t e r s
(30). Ciałka elementarne tych wirusów zawierają znaczne ilości kwasu 
DN i bardzo mało RN, a otoczone są błonką w rodzaju błony bak te ry j
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nej. Stosunek kwasu DN do RN jest więc odwrotny niż u bakterii, na to 
miast praw ie identyczny, jak  u postaci przesączalnych ,,L" bakterii, 
gdzie znajdujem y kilkakrotnie większą ilość kwasu DN niż RN. Należy 
podkreślić, że rząd wielkości jąder bakteryjnych, postaci ,,L", oraz w y 
żej om awianych wirusów jest zupełnie ten sam, wynosząc od około 
1 0 0  do paru  setek milimikronów.

W irusy  pośrednie co do wielkości, o rozmiarach kilkudziesięciu do 
ponad stu milimikronów, jak  np. wirus grypy lub brodawczaka królika 
są niedostatecznie zbadane w swym składzie nukleinowym. Podaje się np. 
wartości do 9%  kwasu DN u brodawczaka, a tylko wirus grypy został 
zbadany nieco dokładniej i A d a  (1) (2) podaje w nim zawartość 
0,8— l,0°/o kwasu RN, jako jedynego składnika nukleinowego.

Co się tyczy zawartości kwasów nukleinowych w niniejszych kulis
tych wirusach, o wymiarach około 30 milimikronów, jak  np. wirusa po
rażenia dziecięcego, żółtej febry, a wreszcie najmniejszych, jak  wirusa 
pryszczycy o średnicy 19 milimikronów, to tutaj dane są zupełnie nie
pewne. W  wirusie pryszczycy np. znaleziono jakoby kwas RN, a brak DN.

Bardzo ciekawe są badania i poglądy P o 1 s o n  a (31) na budowę 
małych i mniejszych wirusów. Na zasadzie dokładnych pomiarów stałej 
sedymentacji i współczynnika dyfuzji, P o 1 s o n przyjmuje, że wszyst
kie te  wirusy są zbudowane z kulistych podjednostek tej samej wielkoś
ci — 12 milimikronów. Tak więc wirus pryszczycy zawiera ich cztery, 
poliomyelitis — 16, a wirus afrykańskiej choroby koni o dwóch rozmia
rach — 30 milimikronów i 50 milimikronów zawiera odpowiednio —
16 i 64 takich podjednostek.

Te cząstki średnicy 1 2  milimikronów, nie mające jednak  zdolności 
zakażania, byłyby cząstkami t.zw. antygenu rozpuszczalnego, w ykryw a
nego wiązaniem dopełniacza. Byłyby one analogiczne do podjednostek 
wirusa grypy, w ykrytych  przez H o y  1 e 'a i innych (19) w 1952 r. drogą 
zadziałania eterem na ciałka e lem entarne i oddzielenia podjednostek 
antygenu od podjednostek hemaglutynin. Podjednostki antygenu wg. 
H o y 1 e 'a (20) powstają w komórce dopiero po dwóch godzinach od 
chwili zakażenia i mają budowę rybonukleoproteidową, natomiast cząstki 
hemaglutynin budowę proteinową. Ponieważ A d a  nie uważa śladów 
kwasu DN za składnik istotny wirusa grypy, staje się prawdopodobnym, 
że cały kwas RN należy właśnie do tych podjednostek antygenu roz
puszczalnego, tego pierwszego etapu tworzenia się wirusa w komórce 
zakażonej.

Wyżej wymienione poglądy na decydującą rolę kwasu RN w budo
wie wirusa grypy, znalazły zupełne potwierdzenie w pracach A d a  
i P e r r y  (2) w 1955 roku. Stwierdzili oni paralelizm między infekcyj
nością różnych szczepów wirusa grypy  i ilościami kwasu RN, a ponadto
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ciż sami autorzy (3) wykazali różny skład purynow y i pirymidynowy 
szczepów A i B. Stosunek (adenina +  uracyl): (guanina +  cytozyna) w y 
niósł odpowiednio 1,2 i 1,4, co odpowiada raczej stosunkom napotyka
nym zazwyczaj w kwasach DN, a nie RN (z wyjątkiem  większości wiru
sów roślinnych). Fakt ten pozwala przypuszczać, że podobieństwa lub 
różnice w proporcjach składników azotowych poszczególnych kwasów 
nukleinowych wirusów mogą być równie ważnym źródłem podobnych 
lub różnych efektów biologicznych, jak  przynależność do określonej gru
py kwasów (DN lub RN).

Najwięcej wiadomości o roli kwasów nukleinowych w procesie tw o
rzenia się wirusów zdołano uzyskać przy analizie skomplikowanego 
działania bakteriofagów na komórki bakteryjne, szczególniej fagów 
Ti — T 7 na £. coli.

Przy zastosowaniu najsubtelniejszych metod izotopowych i odrębnym 
znakowaniu fosforu kwasu nukleinowego faga i siarki jego części biał
kowej, udało się po raz pierwszy wykazać H e r s h e y o w i  i C h a s e
(18) w 1952 roku, że w etapie ostatecznego przenikania faga do wewnątrz 
drobnoustroju cała część białkowa główki i ogonka pozostaje nazew- 
nątrz. Do wewnątrz E. coli przenika wyłącznie cały kwas DN, znajdują
cy się, jak  wiadomo, w ogromnej ilości, bo około 40°/o w główce faga.

Że kwas DN fagów E. coli posiada zupełnie odmienną budowę od DN 
E. coli, to stwierdzili już w 1952 roku W y a t t  i C o h e n  (45) izolując 
z nich nowy, nieznany dotychczas składnik pirym idynowy-hydroksy- 
metylocytozynę, zastępującą zwykłą cytozynę.

Dalszym postępem w tym kierunku było niespodziewane odkrycie 
przez S i n s h e i r n e r a  (36), a następnie V o 1 k i n a (47) w 1954 roku 
dodatkowego składnika węglowodanowego — glukozy, cząsteczki której 
nie są elementami łańcucha nukleinowego, ale prawdopodobnie są zwią
zane glukozydowo z grupą wodorotlenową hydroksym etylocytozyny.

Taka odrębność budowy kwasów DN faga od kwasu DNE. coli s tw a
rza wyjątkowo dogodne warunki dla śledzenia kilkunastominutowego 
procesu multyplikacji faga, aż do chwili lizy komórki bakteryjnej, dając 
możność wniknięcia we wszystkie e tapy stopniowej budowy fagów. 
Można już obecnie roztrzygnąć sprzeczne poglądy co do udziału bądź 
całych cząsteczek kwasu DN z przenikającego faga, bądź tylko części 
składowych tegoż kwasu w procesie generacji nowych indywiduów fa
ga. Po ostatnich pracach M a c k a l  i K o z l . o f f a  (25) nad fagiem T7, 
nadającym  się najbardziej do tego rodzaju badań, można, zdaje się, już 
powiedzieć, że przem awiają one zdecydowanie za tą ostatnią koncepcją. 
Znakowane atomy fosforu i azotu kwasu DN faga znajdują się w potom 
nych fagach w zmienionych stosunkach molarnych, co przemawia za roz
padem wnikającego kwasu DN na bliżej nieokreślone składniki i dalszą
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syntezą jego cząsteczek z całej puli tychże składników wytwarzanych 
w komórce bakteryjnej.

Ciekawe są zagadnienia, związane z lokalizacją i formą istnienia 
kwasu DN wewnątrz główki faga. Można wyliczyć, że całość ogromnej 
ilości kwasu jest zamknięta jakby w wydrążonej kuli białkowej, co w y 
klucza normalne wiązanie z grupami zasadowymi białek. W iele p rze
mawia za chelatowym wiązaniem z metalami, prawdopodobnie Ca lub 
Mg ( W a t  s o n )  (43). Takie luźne wiązania umożliwia proces t.zw. 
,,wstrzyknięcia '‘ kwasu DN do komórki, a samo istnienie subtelnej 
i chwiejnej równowagi kationowej może rzucić światło na zagadnienie 
indukcji lizy w lizogenicznych kulturach bakterii i przekształcania pro- 
fagów w dojrzałe fagi.

Rys. 5. M ikroelektronogram  p ojed yń czego  faga Te, rozer
w anego przez zm ianą nap ięcia  p ow ierzchn iow ego . N ad  
pustą b łoną g łów k i faga u łożone k on centryczn ie  n itk i 

kw asu  DN. X  94.000 ' ( F r a s e r  1953).

Współczesna technika mikroskopii elektronowej umożliwia nam 
ujrzenie całości kwasu DN, uwolnionego przez nagłą zmianę napięcia 
powierzchniowego z jednego jedynego faga, a okazało się, że ilość ta
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jest rzędu 10-16 g. Obok pozostałego t.zw. „cienia", zawierającego całą 
białkową strukturę  faga ( F r a s e r  i W i l l i a m s )  (13), widzimy poje- 
dyńcze niteczki kwasu i to o spodziewanej teoretycznie grubości około 
20 A. (Rys. 5).

Te mikroelektronogram y najzupełniej tłumaczą wspomniane wyżej 
frapujące doświadczenia H e r s h e y'a, narzucając nam hipotezę czą
stek kwasu DN w główce faga nie związanych na nukleoproteidy, a tylko 
zwiniętych w kłębuszki czy też superspirale, gdzie wiązania wodorowe 
i chelatowe odgrywają główną rolę.

Ten krótki przegląd najnowszych osiągnięć nauki o kwasach nukle
inowych wszelkich wirusów domaga się już obecnie jakiejś ogólnej in
terpretacji.

Rys. 6. M asy  cząstek  w irusa grypy, w y ła n ia ją ce  się  
i  zakażonej kom órki. X  8.200. (W  y  c k o f f 1954).

Szukając logicznej odpowiedzi na trudne pytania, dotyczące istoty 
i tworzenia się wirusów, widzimy, że w  ostatnich czasach punkt ciężkości 
najważniejszego zagadnienia tyczącego się procesu reduplikacji w iru 
sów po pierwsze przesuwa się na samą komórkę żywiciela, po drugie 
uwypukla coraz bardziej rolę kwasów nukleinowych w procesie.

Dawna teoria wirusa! — pasożyta usuwa się coraz bardziej w cień 
i ma coraz to mniej zagorzałych zwolenników, jakimi np. są B u r n e t 
(9) lub R y ż  k o  w (31a). Na jej miejsce zjawia się hipoteza, że wirus
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jest produktem  sił proteinotwórczych komórki żywiciela, przestawionych 
z dróg normalnego metabolizmu na nowe tory, czasami obojętne lub 
symbiotyczne, czasami zabójcze dla życia komórki. Najistotniejszym mo
mentem jest wtargnięcie i mniej lub więcej posunięta adaptacja tego 
nowego aparatu wytwórczego (w rodzaju specyficznego zestawu obra
biarek), noszącego charakter obcych kwasów nukleinowych (u pewnych 
wirusów DN, u innych RN).

Cały szereg najwybitniejszych wirusologów zdecydowanie głosi róż
ne w arian ty  tej teorii. Jeden  z jej pionierów — B a u e r  twierdzi wprost 
(4), że ,, wirus grypy to krople schorzałej cytoplazmy komórki" o kształ
cie określonym przez warunki otoczenia oraz, że „wirusy są ściśle zbli
żone do normalnych składników komórki i mogą z nich powstawać", 
W y c k o f f  (46) na zasadzie swych m ikroelektronogramów (Rys. 6), 
uważa również wspomniany wirus za produkt czynności cytoplazmy, 
a H o y l e  (20), autor teorii 12 milimikronowych rozpuszczalnych pod- 
jednostek  wirusa grypy jest podobnego zdania. O analogicznych poglą
dach K e n n e t h-S m i t h a na istotę wirusów owadów była już mowa 
poprzednio, przy czym zwalcza on pogląd, że wirus jest odrębną istotą 
żywą.

Spory tyczące zasadniczego charakteru  bakteriofagów, są nie mniej 
gorące, że przypomnę tutaj poglądy radzieckiego wirusologa — K r i s -  
s a  (1953), od szeregu lat wysuwającego teorię czysto biokatalitycznego 
charakteru  bakteriofagów i podkreślającego spiralny układ jednostek 
białkowych w główce faga (24).

Fakt przenikania bezbiałkowego kwasu DN faga do wewnątrz komór
ki bakteryjnej, zupełnie wystarczający do zainicjowania błyskawicznej 
multyplikacji fagów czy profagów, musi być trak tow any jako jeden 
z argumentów przem awiających za endogennym pochodzeniem co na j
mniej większości wirusów.

Zreferowane tutaj współczesne poglądy na powstawanie wirusów 
okażą się, być może, kiedyś tylko przejściowymi hipotezami, jednak  na j
nowsze kierunki fbadań nad budową kwasów nukleinowych i nukleopro
teidów, w oparciu o szybki rozwój mikroskopii elektronowej dają nam 
rękojmię, że już w niedalekiej przyszłości zdobędziemy wystarczające 
dane do skonstruowania wszechstronnej teorii w irusów i ich stosunku 
do substancji żywej.

A D D E N D U M

W  ostatnich miesiącach 1955 r. ukazało się w iele  w ybitnych prac 
z dziedziny wirusologii, ściśle związanych z zagadnieniami poruszanymi 
w naszym artykule.
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F r a e n k e l - C o n r a t  i W i l l i a m s  (Proc. Nat. Ac. of Sc., U.S.A., 
41, 690, 1955) ogłosili pracę nad udaną „resyntezą" cząsteczek WMT, 
rozłożonych przy pomocy detergentów w pH 8,5, na część białkową i nu 
kleinową, a następnie zrekonstruowanych na czynnik ak tyw ny przez po
łączenie składników w pH 6.

S c h a e f f e r  i S c h w e r d t  (Proc. Nat. Ac. of Sc. U.S.A. 41, 1020, 
1955) otrzymali wirus porażenia dziecięcego (Poliomielitis) w postaci 
krystalicznej. Jest to pierwsza krystalizacja t.zw, wirusa zwierzęcego.

H e r ć i k  (Biochim. Biophys. Acta, 18, 1, 1955) podał mikroelektrono- 
gram y ilustrujące przebieg penetracji i rozwoju bakteriofaga T2 w ew 
nątrz E. coli, przemawiające do pewnego stopnia za teorią endogennego 
powstawania  fagów.

Za endogenną teorią wirusów przemawiają również doświadczenia 
L e p i n e ,  C r o i s s a n t  i W  y  c k o f f (Ann. Inst. Pasteur, 90, 13, 1956) 
nad kolejnymi etapami rozwoju wirusa Poliomielitis w komórce zaka
żonej.

Odrębne stanowisko zajmuje nadal R y ż  k o  w (Żurn. Obszcz. Bioł. 
1955) podając teorię t. zw. ,,wirospor" syntezę swych dotychczasowych 
poglądów na istotę wirusów jako odrębnych istot żywych.
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K w asy nukleinow e w komórce

Zagadnienie w ystępow ania  i metabolizmu kwasów nukleinowych in
teresuje  zarówno biochem ika jak  i cytologa. Biochemik powinien zna
leźć potwierdzenie swoich koncepcji i hipotez na terenie cytologii, bo 
przecież w ostatecznym rachunku przew ażająca ilość tych procesów od
byw a się w komórce. Z drugiej znów strony cytolog nie może ograni
czyć się do opisów czysto statycznych, a musi włączyć je do ogólnofizjo- 
logicznych procesów organizmu.

Rozwój badań nad kwasami nukleinowymi, rozwój metod biochemi
cznych w tej dziedzinie a następnie przystosowanie wielu z nich do prac 
cytologicznych pozwala na coraz dokładniejsze poznanie nie tylko roz
mieszczenia kwasów nukleinow ych w komórce, lecz także na w ysuw a
nie hipotez dotyczących ich roli.

Jakko lw iek  m etody te nie są absolutnie bez zarzutów, to jednak  sto
sowanie ich dostarcza stale coraz to now ych ciekawych faktów (38, 
45, 61, 100, 115, 138). Kwasy nukleinowe w ykryto  w latach 70 w. XI,X, 
ale dopiero praca  F e u l g e n a  i R o s s e n b e c k a  (1924) pozwo
liła oznaczyć cytochemicznie KDN oraz obaliła błędny pogląd o istnie
niu odrębnych kw asów  — dla zwierząt tymonukleinowego, a u roślin 
drożdżowego. Pojawiły się setki publikacji, które dowodziły, że w jąd 
rach wszystkich organizmów w ystępuje  KDN. W  czasie kariokinezy sku
pia  się on w  chromozomach, natomiast w interkinezie znajduje się 
w granulacjach lub siateczce chrom atynow ej — w strukturach odpowia
dających chromozomom. Struktury  te, podobnie jak chromozomy, miały 
być identyczne w jądrach  organizmów danego gatunku. Ostatnio coraz 
częściej po jaw iają  się jednak  prace podważające ten pogląd (102, 103, 
110, 118, 133). Na sympozjum niemieckiego Towarzystwa Biochemicz
nego mówi się wyraźnie o homogenności badanych przyżyciowo w mi
kroskopie świetlnym  jąder  interkinetycznych (96). H u g h e s  w swojej 
monografii ,,Mitotic Cycle" stwierdza, że chromozomy tworzą się w pro- 
fazie i że w jądrze interkinetycznym  nie dają się rozpoznać (79).

[2831
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Na wspomnianym już sympozjum twierdzi się , że jądro komórkowe 
pod względem budowy chemicznej przedstawia jednorodny żel z nukle- 
oprotamin, w którym nie można wykazać żadnych widzialnych struktur. 
Żel ten jednak  posiada właściwości łatwego tworzenia włókien (55).

W  jądrach, w których występowanie struktur in terkinetycznych nie 
ulega wątpliwości, obserwuje się często, że zależą one od stanu fizjo
logicznego komórki. H o c q e t t e  zanotował gromadzenie się lub zanik 
prochromozomów w jądrach kom órek fasoli zależnie od dopływu pokar
mu (74, 75, 90). W g M a k a r o w a  substancja chrom atynowa — a więc 
i nukleoproteidy, znajduje się w jądrze interfazowym w stanie zolu 
(102, 103).

Za słusznością poglądów o niestałości struktur jądrow ych przem a
wia ostatnia praca M a z i a- Podaje on, że po zadziałaniu na komórkę 
czynnikiem wiążącym Ca lub Mg — np. kwasem etylenodwuamino- 
czterooctowym następuje rozpad chromozomów na fragmenty o długości 
około 4000A i 200A szerokości. Wiadomo zaś z wcześniejszej pracy 
R o s k i n a, że Ca jest bardzo ruchliwym składnikiem komórki. Groma
dzi się on podczas kariokinezy w chromozomach, w interkinezie rozpra
sza się po całej komórce. W  interkinezie znika więc z jądra  czynnik, 
k tóry  między innymi w arunkuje  strukturę chromozomów (106, 145).

Preparaty utrwalone wykazują  na ogół zróżnicowanie jąder interfa- 
zowych, jednak  zagadnienie to rozstrzygnąć mogą tylko badania przy
życiowe. Stwierdzenie struktur interkinetycznych w badanych przez 
C a s p e r s s o n a  (29) przyżyciowo jądrach różnych komórek negują 
B r u m b e r g ,  R o s k i n  i i n .  twierdząc, że są to artefakty, spowodo
wane samą techniką badania, mianowicie uszkodzeniem komórki przez 
promienie U.V. (25, 26, 92, 146).

Podział substancji chromatynowej — a więc i KDN — między komórki 
potomne odbywa się bardzo dokładnie podczas kariokinezy. Chromozo- 
my dzielą się podłużnie na połowy, dzięki czemu każde jądro nowopow
stałe otrzymuje identyczne genomy. Fakt ten był tak uderzający, że od
rzucano w zasadzie możliwość istnienia innych pełnowartościowych 
typów podziałów jądra, jako nie gw arantujących tak  równomiernego 
rozdziału chromatyny. Amitotyczny podział jąder uznano za wyraz stanu 
patologicznego komórki, tymczasem badania lat ostatnich wykazały, 
że zachodzi on nie tylko w  komórkach podlegających działaniu pew nych 
czynników patogennych (137), czy w kulturach tkankow ych (142), lecz 
także w  normalnie rozwijających się organizmach (50, 82, 120, 139, 141).

W ystępowanie rozdziału chrom atyny poprzez kariokinezę starano się 
wykazać we wszystkich grupach organizmów (ref. 87) — a więc i u bak 
terii — prace te jednak  spotykają się stale z bardzo poważną k ry tyką  
(10, 11, 56, 67).
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Od dawna kwestionowano powszechność występowania KDN w jąd 
rach. Co pewien czas pojawiały się prace o braku KDN w niektórych 
komórkach. Negatyw ne wyniki przypisywano błędom technicznym iba- 
daczy (117). Mimo że błędy takie rzeczywiście miały nieraz miejsce, 
okazało się jednak  faktem, że w niektórych komórkach KDN nie daje 
się w ykryć  dostępnymi obecnie metodami cytochemicznymi. Takimi ko
mórkami są u niektórych organizmów zwierzęcych i roślinnych komórki 
jajowe, przynajmniej w pewnym  okresie swego rozwoju. Czasami pozba
wione są KDN również gamety męskie — np. miłorzębu (5, 54, 43, 62, 99, 
104, 149, 168, 169). W g badań L u d w i g a  (99) w okresie pierwszych po
działów w embriogenezie u szczura następuje  okresowe uwalnianie się 
grup aldehydo,wych od cząsteczek KDN, w tedy  reakcja F e u 1 g e n a 
jest negatywna.

Równolegle z tymi badaniami toczy się dyskusja na temat ilości 
KDN w jądrach komórek jednego gatunku. Większość autorów stoi na 
stanowisku, że ilość KDN jest stała dla kom órek danego gatunku. W y 
sunięto naw et prawo stałej ilości KDN m ające zastąpić prawo stałej 
ilości chromozomów („prawo" B o i v i n  — V e n d r e l y ) .  Różnice ob
serwowane wynikają  wg nich tylko na skutek  występowania w obrębie 
różnych tkanek  tego samego organizmu jąder  poliploidalnych — to zna
czy o zwiększonej ilości chromozomów. Ilość KND będzie w tedy ściśle 
proporcjonalna do ilości genomów. (68, 79, 111, 130, 173, 172, 170, 165).

Rozpatrując prace tych autorów można zauważyć dość duże wahania 
w danych ilościowych. Już sam błąd w ynikający  z metod stosowanych 
wynosi niekiedy kilkanaście procent, często więc operuje się wobec 
tego jedynie przybliżonymi wielkościami przeciętnymi.

Inna grupa badaczy przedstawia wyniki sprzeczne z powyższymi. W g 
nich zarówno w obrębie tkanki jak i w różnych okresach rozwoju, ilość 
KDN jest niejednakowa. Zmienia się ona zależnie od funkcji i s tanu fi
zjologicznego komórki. Do grupy tej należą tacy ibadacze jak  L i s o n, 
P a s t e e 1 s, G o v a e r t  i in. (6, 46, 64, 66, 98, 127, 128, 148, 183).

A l f e r t  i S w i f t  zaatakowali słuszność wniosków wyciąganych 
z ich prac, przypisując je błędom metody, P a s t e e 1 s i jego współpra
cownicy stoją jednak  nadal na tym stanowisku wykazując w badaniach 
eksperym entalnych zwiększenie ilości KDN w komórkach o wzmożonej 
aktywności podziałowej (126).

Ciekawy jest też fakt zaobserwowany przez R o s k i n a. Stwierdził 
on, że w komórkach czuciowych układu nerwowego szczurów i króli
ków znajduje się mniej KDN i KRN niż w komórkach ruchowych tego 
układu (148).

Bardzo wyraźne różnice w zdolności barwienia się jądra można otrzy
mać w warunkach eksperymentu. W  tkankach  organizmów poddanych
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działaniu różnych czynników np. sulfamidów może zupełnie zanikać 
okresowo pozytywna reakcja na odczynnik F e u 1 g e n a. Podobnie u ro 
ślin hodowanych na bezfosforowej pożywce reakcja ta wychodzi słabo 
lub nawet zanika (2, 46, 52).

Odkrycie, że komórki jajow e a więc wyjściowe dla organizmu mo
gą być pozbawione KDN, świadczy naszym zdaniem decydująco prze
ciw prawu stałości KDN. Zresztą jeden z najwybitniejszych badaczy 
kwasów nukleinowych — D a v i d s o n ,  sam stronnik tezy o stałości 
KDN, mówi o niesłuszności ujmowania pojęcia tego tak, jak  stałych 
fizycznych. D a v i d s o n  twierdzi, że pewne wahania są dopuszczalne 
(4), ale w takim razie trudno już właściwie mówić o prawie „stałości".

KDN występuje w komórce nie tylko w jądrze — chociaż tak sądzo
no do niedawna — ani też nie jest z nim nierozerwalnie związany. Zna
leziono KDN w mitochondriach (182) oraz w plastydach komórek roślin
nych (33, 109, 154). Tego rodzaju sygnały są jeszcze nieliczne i niezbyt 
pewne, natomiast z dużą pewnością ogromne ilości KDN występują w cy- 
toplazmie jaj różnych zwierząt (17, 57, 58, 76, 153). W  wielu wypadkach 
zanotowano występowanie KDN w jąderkach, bądź jako składnika spo
radycznego, bądź stałego i to zarówno w komórkach roślinnych jak  
i u zwierząt (3, 6, 85, 86, 121, 162). W  zasadzie jąderka zawierają tylko 
KRN.

Kwasy nukleinowe można z jąder wytrącić działaniem różnych czyn
ników jak  trypaflawina, hydrochinon, podwyższona tem peratura i in. 
KDN przedostaje się wówczas do cytoplazmy w postaci kuleczek lub 
nitek i przez dłuższy czas tam pozostaje, komórki zaś mimo to żyją na 
dal i zdolne są do różnicowania się (49, 89, 180).

KDN może przenikać z komórki do komórki. W  czasie mikrosporoge- 
nezy u wielu roślin okrytonasiennych stwierdzono przechodzenie sub
stancji F e u 1 g e n — pozytywnej z komórek warstw y wyściełającej do 
komórek macierzystych pyłku lub z jądra do cytoplazmy (35, 157, 178). 
Podobnie K o 11 e r przypuszcza, że dane dotyczące mitozy i przetrwania 
ułomnych ziaren pyłku w bezpośrednim otoczeniu zdrowych świadczą
o możliwości przenikania materiału  — jak  mówi — genowego, a więc 
KDN poprzez błonę plazmatyczną komórek. Podobne zjawiska przeni
kania KDN przez błonę jądrow ą i plazmatyczną obserwowano także 
w komórkach zwierzęcych — w materiale patologicznym, jak  zrakowa- 
cenia, oraz w normalnym procesie dojrzewania komórek jajow ych 
w niektórych grupach system atycznych (88, 151, 152, 177).

Takie same zjawiska opisywano jeszcze częściej dla KRN. Całe jego 
cząsteczki lub ich części składowe przechodzą przez błony komórek (53, 
159). Przy kiełkowaniu fasoli t. zw. zapasowy KRN z liścieni przechodzi 
do stożków wzrostu w postaci cząstek większych niż nukleotydy (123).
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Drugi typ kwasów nukleinowych — KRN — jest niemal wszechobec
ny w komórce. W ystępuje  on zarówno na terenie cytoplazmy jak  i jądra  
komórkowego. W  dojrzałych komórkach prawie cały KRN jest w posta
ci związanej, w młodych — embrionalnych do 80% jest w postaci wolnej
(31). KRN gromadzi się w komórce w szeregu mniej lub bardziej t rw a 
łych organoidów jak  mikrosomy, mitochondria. W ystępuje  w jąderku
i w jądrze komórkowym, na chromozomach i wrzecionie kariokinetycz- 
nym (40, 80, 140). Stwierdzono jego obecność w otoczce jaj niektórych 
zwierząt (119). Można ułożyć ziarnistość cytoplazmy według wzrasta ją
cej ich wielkości, od najmniejszych mikrosomów poprzez większe m ikro
somy do mitochondriów, a u roślin dodatkowo do plastydów — przy 
czym wyraźnie daje się zaobserwować, równolegle do zwiększonych w y 
miarów tych granulacji, spadek procentowej zawartości w nich KRN 
(34). W iąże się to prawdopodobnie z gromadzeniem się tam syntetyzo
wanego białka (84, 91, 176).

Najbogatsze w KRN są mikrosomy. Zawierają one około 60% całej 
jego ilości obecnej w komórce (34, 119). Mitochondrialny KRN grupuje 
się w drobnych ziarenkach znajdujących się w otoczce mitochondrium. 
Mimo swego ogromnego znaczenia w fizjologii komórki — mitochon
dria — stanowiące siedlisko wielu enzymów, KRN, — mogą, jak  to w y 
kazał eksperym entalnie dla komórek roślinnych P. D a n g e a r d ,  zani
kać i powstawać de novo (37).

Powiązanie KRN z białkiem w mitochondriach jest rozmaite. Dzia
łanie rybonukleazy nie dosięga około 15 — 30% KRN mitochondriów. 
Pomimo usunięcia około 70% KRN wykazują one jednak  prawie nie
zmienioną aktywność enzymatyczną, którą niszczy dopiero dodatek pro- 
teaz. W ystarcza tu minimalna ilość proteazy, często taka, jaka w ystę 
puje jako zanieczyszczenie preparatów enzymatycznych, o trzym ywanych 
niektórymi metodami. Świadczy to o decydującym znaczeniu białek dla 
aktywności enzymatycznej mitochondriów (131).

Ilość KRN w komórkach waha się bardzo znacznie. Zmiany te wiążą 
się zwykle ze stanem funkcjonalnym komórki. Duży wzrost zawartości 
KRN obserwuje się przede wszystkim w strefach intensywnej produkcji 
białek, a więc w tkankach embrionalnych i twórczych oraz gruczołowych. 
Pierwszymi badaczami, którzy udokumentowali oryginalnymi metodami 
cytochemicznymi ten  fakt, byli B r a c h e t  i C a s p e r s s o n  (12, 13, 
14, 28, 29). Typowym przykładem takiej tkanki gruczołowej bogatej 
w KRN są gruczoły przędne owadów i pająków, gdzie uderza ogromna 
ilość KRN zlokalizowana w części sekrecyjnej gruczołu (20, 21). Dla 
wielu tkanek  ustalono wyraźną zależność między poziomem KRN w cy- 
toplazmie a produkcją  sekrecji (65, 97, 150).
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Ja k  już wspomniano zmiany w ilości KRN wiążą się ze stanem fizjo
logicznym komórki. Obserwow ano zmiany w ilości KRN w komórkach 
wątroby u szczurów jako w ynik  wstrząsów pourazowych (116). W  okre
sie ciąży, laktacji notuje się wzrost ilości KRN (45). Podobnie przy sztucz
nym pobudzeniu aktywności kom órek w ątroby szczura obserwowano 
w nich pojawianie się s truktur zawierających KRN (160). Odwrotnie — 
hamowanie aktywności np. poprzez głodzenie doprowadza do zmniej
szenia ilości KRN w komórkach. Zjawisko to obserwowano zarówno 
u zwierząt (39) jak  i u roślin, gdzie głodzenie eksperym entalne doprowa
dzało do zmniejszania się a naw et całkowitego zaniku jąderek  (90, 122). 
Straty KRN cytoplazmatycznego powodowane przez dietę głodową 
u zwierząt odbywają się przede wszystkim kosztem mikrosomów, nato
miast w mitochondriach zawartość pozostaje niezmieniona (171, 179).

Korelacja między występowaniem  KRN a produkcją  białek nasunęła 
myśl o udziale KRN w syntezie białkowej. Punktem wyjściowym tych 
koncepcji były wspomniane już prace B r a c h e t ' a  i C a s p e r s s o  na .  
Badacze ci wysunęli hipotezy dotyczące roli KRN. W g C a s p e r s s o  n ‘a 
pierwszym etapem w syntezie białek jest intensywna produkcja desoksy- 
ryibonukleoproteidów i b iałek  bogatych w kw asy dwuaminowe oraz 
mniejszych już ilości rybonukleotydów  w odcinkach chromozomów zwią
zanych bezpośrednio z jąderkiem  — t.zw. heterochromatycznych. Biał
ka wyprodukowane tutaj dyfundowałyby bądź wprost, bądź via jąderko 
z jądra do cytoplazmy. Następnymi, równoczesnymi ogniskami syntezy 
byłaby błona jądrowa i cytoplazma. Syntezie 'białek towarzyszy tu 
zawsze bogate występowanie  KRN. C a s p e r s s o n  schemat ten wyde- 
dukował z obserwacji morfologicznych, połączonych z ilościowymi ba 
daniami cytochemicznymi tkanek  szczególnie ak tyw nych fizjologicznie
(19). Spośród organoidów komórki dominującą rolę w biosyntezie b ia
łek przypisuje się tu jądru  — ściślej jąderku i związanej z nim hetero- 
chromatycznej części chromozomów.

Na stanowisku odmiennym stoi B r a c h e t. Zdaniem jego synteza 
białek odbywa się w cytoplazmie, głównie w jej ziarnistościach — mi- 
krosomach i mitochondriach. Badania lat ostatnich prowadzone przy p o 
mocy mikroskopu elektronowego wykazały, że mikrosomy, tak  ważne 
dla życia komórki, bogate w KRN — stanowią cały system siateczko- 
waty, którego forma i w ym iary  zmieniają się zależnie od zmiany stanu 
fizjologicznego komórki (135, 136). Badania B r a c h e t ' a  w skazyw ałyby 
na to, że właśnie obecność tego systemu wystarcza do normalnego prze
biegu syntezy białek komórki. Pogląd ten godzi w Casperssonowską teo
rię o supremacji jądra.

Już dawne doświadczenie H à m m e r l i n g a  wykazały, że po p o 
dzieleniu jednokom órkowego glonu — Acetabularia  m editeranea na
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część jądrow ą i bezjądrową, część bezjądrową żyje kilka miesięcy a na 
wet w ykazuje  wzrost (73).

Doświadczenia te powtórzyli B r a c h e t ,  C h a n t r e n n e  i inni, ba
dając przy tym przyrost białek. Zarówno przyrost azotu białkowego jak
i włączanie się rad ioaktyw nego CO 2 w obu fragm entach glonu — jąd ro 
wym i bezjądrow ym  — przez pierwsze 15 — 20 dni przebiega zupełnie 
jednakowo. Dopiero przy dłuższym trw aniu  doświadczenia — po m ie
siącu obserwuje się, w w ypadku  inkorporacji piętnowanego bezwodni
ka węglowego, obniżenie aktywności fragmentów bezjądrow ych nie p rze
kraczające jednak  30% w stosunku do fragmentów zaw ierających  ją 
dro (19, 167). Podobne doświadczenia przeprowadzone na amebach do
prowadziły do wniosków takich samych: siedliskiem syntezy białek jest 
cytoplazma; jądro  — jako czynnik kontrolujący zawartość KRN w cy
toplazmie i główne miejsce syntezy KRN odgrywa w tym procesie jedy 
nie rolę pośrednią (16). Poglądy te potwierdzają badania  szeregu innych 
autorów (23, 32, 33, 69, 132).

Obie z omówionych teorii, różniące się tak  znacznie w uznawaniu 
jądra  czy cytoplazmy za główne miejsce syntezy białek, zgodne są w jed 
nym zasadniczym punkcie. Obie wiążą proces syntezy z obecnością 
kwasów nukleinowych, obie przypisują wielką rolę w tym procesie kw a
sowi rybonukleinowemu. Jak i jest mechanizm tego procesu, w jaki spo
sób łańcuchy kwasu rybonukleinowego umożliwiają utworzenie się ma- 
kromolekuł białka — odpowiedzi na to zagadnienie pozostają jeszcze 
w stadium mniej lub bardziej udokum entow anych hipotez roboczych. 
Hipotezy te można podzielić na parę  grup: 1) kw asy  nukleinowe są wzor
cem — szablonem dla budow y cząsteczki białka; 2) kw asy  nukleinowe, 
ze względu na zdolność przyłączania dodatkow ych bogatych  w energię 
grup fosforanowych, są czynnikiem energetycznym  w syntezie; 3) kwasy 
nukleinowe przez łączenie się z białkami syntetyzow anym i na nukleo- 
proteidy pozwalają  reakcji przebiegać w jednym  kierunku; 4) polinu- 
kleotydy odgryw ają  rolę enzymów (30, 42).

Powstawanie wiązań peptydow ych jest procesem wysoce endoergicz- 
nym (do 4000 Cal/mol), z tego też punktu  w ypływ a główna trudność 
w  wytłumaczeniu mechanizmu syntezy (białek. W g teorii C r a m p t o n 'a
i H a u r o v i t z ' a  (1952) transpeptydacja  obniża ilość energii potrzeb
nej w syntezie. Autorzy ci uważają, że synteza białek przebiega dwufa
zowo: w I fazie praw dopodobnie w jądrze tworzy się łańcuch aminokwa
sów na wzorcu polipeptydow ym  ustalonym przez KDN, w II fazie w ziar- 
nistościach cytoplazmy białko otrzymuje specyficzną konfigurację prze
strzenną, — istnienia tej drugiej fazy dowiedli oni w badaniach nad tw o
rzeniem się przeciwciał (70, 71, 72).
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W  oryginalny sposób D o u n c e (1952) połączył teorię wzorca z teo
rią energetyczną. Synteza białka jest tu połączona z samopomnażaniem 
się kwasów nukleinowych. Kwas nukleinowy ustala porządek aminokwa
sów w tworzącym się łańcuchu polipeptydowym. Najpierw KN reaguje 
z ATP tworząc kwas dwufosfonukleinowy, pozostały kwas reaguje 
z aminokwasami dając związki nukleinoaminokwasowe. Następnie 
w związkach tych wiązania fosfoamidowe przechodzą w karboksyami- 
dowe i powstaje nowy nukleotyd i łańcuch polipeptydowy (47, 48).

Należy wspomnieć, że w roku 1947 S p i e g e l m a n ,  a w  1950 B r e s -  
s 1 e r zwracali już uwagę na możliwość przyłączania dodatkowych grup 
fosforanowych do KN (24, 143, 158).

G a m o w w r. 1954 podał nową koncepcję odwzorcowywania się bia
łek na kwasach nukleinowych, opartą na teorii modelu śrubowego. 
W  a t s o n'a i C r i c k'a. Wg niego wolne aminokwasy zajmują odpo
wiednie przestrzenie pomiędzy nukleotydami, tworząc w ten sposób 
łańcuch polipeptydowy (60, 175).

B i n k 1 e y  uważa kwasy rybonukleinowe za enzymy bezbiałkowe 
działające w określonym ogniwie syntezy białka. W ykrył on mianowi
cie w nerce świni kwas nukleinowy hydrolizujący dwupeptyd cystei- 
nyl — glicynę. Ostatnio zaś stwierdził on o/becność dwupeptydu o cha
rakterze KN w wirusach roślinnych (8, 9).

Jak  już mówiliśmy, wszystkie te teorie mają na razie jeszcze charak
ter mniej lub bardziej ugruntow anych hipotez roboczych. Za mechaniz
mem polegającym na powstawaniu  kompleksów nukleoproteinowych, 
z których dopiero odszczepiają się cząsteczki białka, przemawiałyby ob
serwacje morfologów stwierdzające obfite występowanie fosfatazy w ko
mórkach aktywnie produkujących białka. Enzym ten umożliwiałby ostat
ni etap procesu uwalniania się tych  związków (20, 21, 181).

Oczywiście nie może być m owy o jakiejś zupełnie prostej zależnoś
ci między KRN a syntezą białek. Np. nagromadzenie KRN w komórce nie 
jest hasłem do podziałów — a więc do podwajania jej materiału białko
wego; obserwuje się niekiedy podziały zachodzące przy stosunkowo nis
kim poziomie KRN. Przy tworzeniu się erytrocytów mogą brać udział 
różne typy komórek macierzystych. Normalnie erytrocyty  powstają przez 
podział erytroblastów, uboższych w KRN od innych m acierzystych ko
mórek, np. hemocytoblastów, rozmnażających się tylko wyjątkow o (101). 
Podobnie u roślin rozmnażanie się komórek kambium i prokamlbium za
chodzi przy stosunkowo niewielkiej zawartości KRN (83). Często no tu
je się w komórkach gruczołowych brak wyraźnej równoległości między 
wydzielaniem a poziomem KRN (77, 81, 124, 166). B e l i a ń s k i  (7)
i P a r d e e  (129) podają, że zawartość KRN w komórkach bakterii nie 
wiąże się w jasny  sposób z syntezą białek. Dane te wskazują na b rak
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prostego związku między procesem syntezy białek i KRN. Jednak  rola 
KRN jest niewątpliwa.

B r a c h e t  i in. (18, 95) traktując  komórki rybonukleazą, otrzymali 
zahamowanie mitoz i spadek włączania się do protoplazmy znaczonych 
aminokwasów.

Pozostawałaby jeszcze do omówienia sprawa syntezy KN w kom ór
ce. Badania przeprowadzone przy pomocy pierwiastków izotopowych 
wykazały, że synteza ta zachodzi przede wszystkim w jądrze i w jąder- 
ku (41). Szybkość włączania P 32 w cząsteczce kwasów nukleinowych 
cytoplazmy jest o wiele powolniejsza (155, 161, 179). Istnieje też możli
wość samoodtwarzania się mikrosomów wykazana przez L e C 1 e r c, 
której — jak  twierdzi — udało się hodować te organoidy in vitro na 
błonce chorionoallantoinowej (94). Synteza KDN odbywa się w jądrze — 
przynajmniej jeżeli chodzi o przyłączanie P. Do niedawna przypuszcza
no, że synteza a właściwie odtwarzanie się KDN wiąże się z podw aja
niem się s truktur chrom atynowych w kariokinezie. Badania prowadzone 
przy pomocy izotopów radioaktyw nych oraz metodami spektrofotome- 
trycznymi wykazują, że wbrew tym poglądom synteza ta odbywa się 
w stadium interkinezy, a niekiedy w telofazie (27, 51, 78, 144, 164).

W  świetle badań radioaktywnymi izotopami C, N i P — KDN i KRN 
okazał się czynnym i ciągle przebudowującym  się związkiem. Dotych
czas myślano o nim jako o niezwykle stałej substancji, odtwarzającej 
się jednorazowo przy podziale komórki. Tymczasem pojedyńcze atomy, 
poszczególne grupy oraz cząsteczki składowe są tu ciągle wymieniane 
(101, 107, 93, 105). To odkrycie (było tak  szokujące, że niektórzy bada 
cze — aby ratować koncepcję niezmienności KDN, wysunęli hipotezę 
o istnieniu 2 typów tego kwasu. Jeden  ma być niezmienny, stały, — dru
gi włączony bezpośrednio w procesy przemian komórkowych sam też 
ulega przemianom.

W zajem ny stosunek KDN i KRN jest ciągle dyskutowany. Spotyka 
się w literaturze szereg danych, które przem awiają za ściślejszą zależ
nością między tymi dwoma związkami. Często autorzy opisują fakty, gdy 
zanikaniu jednego z tych kwasów w tkance czy komórce towarzyszy 
jednoczesne pojawianie się drugiego (4, 15, 36, 63, 65, 108, 112, 113, 125, 
134, 153, 163, 183). Czy można tu mówić o jakimś ,.przechodzeniu" jed 
nego związku w drugi — trudno powiedzieć. Skomplikowana ich budowa 
stereochemiczna wydaje się całkowicie zaprzeczać takim możliwościom. 
Z drugiej znów strony trudno przypuszczać, że mamy tu do czynienia 
z zupełnie przypadkow ą zbieżnością. Niestety, dotychczasowe dane doś
wiadczalne nie pozwalają na wyjaśnienie natury  tego zjawiska.
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Przy przeglądaniu literatury  dotyczącej kwasów nukleinowych — 
a jest ona ogromna — widzi się sporo sprzecznych danych, które nie 
zawsze można przypisać błędom autorów; spotyka się również k rań
cowo różne opinie o znaczeniu związków tych  w życiu komórki (22, 59). 
W ydaje  się nam, że kwasy nukleinowe są czułym wskaźnikiem stanu 
fizjologicznego komórki, a ogromna plastyczność żywych organizmów 
sprawia, że wyniki uzyskiwane z badań na szerokim materiale są tak  
różnorodne. Stąd zarówno dane dotyczące występowania, miejsca syn
tezy jak  i roli KN mogą podlegać znacznym wahaniom. R o s k i n zna
lazł u ślimaka Viviparus viviparus dojrzałe włókna mięsne, k tóre mimo 
braku jąder spełniają wszelkie funkcje życiowe. Brak jąder został w nich 
skompensowany silniejszym rozwojem chondriomu i zwiększeniem za
wartości KRN w hyaloplazmie (147). Ta zdolność kompensowania w pew 
nej mierze funkcji świadczy o tym, że rola kwasów nukleinowych zależy 
w znacznym stopniu od okresu rozwoju komórki i warunków, w jakich 
się ona znajduje.
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