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TOM 11 1956 ZESZYT 1

B. SKARZYNSKI

Dzieje zagadnienia kwasow nukleinowych

Dzisiejszy biolog wychodzgc z przestanek materializmu dialektyczne-
go musi zmodyfikowac stynng definicje zycia sformutowang przez Engel-
, sa, bedacag podtozem wspoOtczesnej materialistycznej biologii. Dla Engelsa
osrodkiem rozwazah dotyczacych istoty zycia byta czasteczka biatka i jej
bezustanne przemiany, natomiast dla dzisiejszego biologa elementarng
jednostka zywej materii jest pozaczasteczkowa struktura zbudowana
z proteidéw, a wiec biatek ztozonych z udziatem substancji niebiatkowych,
a szczeg6lnie kwasdw nukleinowych. Zajecie tego nowoczesnego punktu
widzenia wysuwa na czoto podstawowych sktadnikéw zywej materii
oprécz biatek — ktore te pozycje zajmowaty od 125 lat — réwniez kwasy
nukleinowe, zwiazki chemiczne jeszcze mato zbadane, a przeciez stano-
wigce jeden z najbardziej aktualnych problemdéw biezagcej biochemii
Dziedzina kwasow nukleinowych, jeszcze dwadzie$cia lat temu intere-
sujgca zaledwie niektérych uczonych, w owym czasie pozornie mato ptodna
i obiecujgca, stata sie obecnie terenem masowego natarcia armii badaczy
uzbrojonych w najnowoczesniejszy orez. Jak!i bedzie ostateczny wynik tego
ataku, jak predko nastgpi zwyciestwo, trudno na razie przewidzie¢, ale
rzut oka w przesztos¢ pozwalajacy objaé w jednag cato$¢ coraz to szybsze
narastanie naszych wiadomosci o kwasach nukleinowych, moze nastroi¢
nas najbardziej optymistycznie

Kolebka kwaséw nukleinowych jako obiektu badan naukowych stata
w Tybindze, w kuchni starego patacu ksigzecego, zamienionej w latach
sze$¢dziesigtych ubiegtego stulecia na laboratorium instytutu chemii sto-
sowanej tamtejszego prowincjonalnego uniwersytetu. Na czele instytutu
stat miody jeszcze badacz, ale juz wstawiony w Swiecie naukowym jako
byty wspotpracownik Virchowa w Berlinie, odwaznie atakujacy
metodami chemicznymi problemy fizjologiczne i patologiczne. Badacz ten,
Feliks Hop pe, adoptowany pdzniej przez swego szwagra, pod nowym
swym jnazwiskiem Hoppe-Seyler stat sie chorgzym miodziutkiej,
wynurzajacej sie z powijakow gatezi wiedzy — chemii fizjologicznej. Do
pracowni jego w Tybindze zdgzali adepci nowej nauki z catej Europy.
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4 B. SKARZYNSKI [2]

W szeregu jego wspotpracownikéw w owym czasie widzimy reprezen-
tantow wszystkich narodowosci, nie brak i nazwiska polskiego — Her-
mana Fudakowskiego, poOzniejszego pierwszego profesora chemii
fizjologicznej w Polsce, w Szkole Giownej Warszawskiej.

Wi eloletnie dociekania Hoppe-Seylera dotyczylty gtownie
cieczy ustrojowych, krwi i moczu, jako tatwiej dostepnych badaniu, ale
uczen i wspotpracownik Virchowa zdawat sobie sprawe z wagi ta-
jemnic, jakie kryje w sobie chemia komorki. W poszukiwaniu materiatu,
ktéry by byt skupieniem jednolitych komdrek, wolnym od substancji mie-
dzykomérkowej, Hoppe-Seyler zwrdcit uwage na leukocyty. Zada-
nie chemicznego przebadania leukocytow powierzyt w r. 1868 nowemu
gosciowi w swej pracowni, 24-letniemu Szwajcarowi z Bazylei, Frydery-
kowi Miescherowi. Sasiednia klinika chirurgiczna dostarczyta opa-
trunkéw z ropiejgcych ran, z ktérych Miescher wyptukiwat roztwo-
rem soli kuchennej komoérki, uzyskujac istotnie zupetnie jednorodng za-
wiesine leukocytow. Oczywiscie, stosownie do dominujacych woéwczas
pogladéw, gtéwny nacisk zostat potozony na badanie biatek, ktérych
Miescher zidentyfikowat w komorce ciatek ropnych az 5 rodzajow,
cyfra przy dwczesnym stanie badan imponujaca.

W toku swych badan Miescher zwrdcit uwage na uderzajacg od-
pornos¢ jader leukocytow, ktore pozostawaty nienaruszone podczas trak-
towania komérek bardzo rozciefczonym kwasem solnym, rozpuszczaja-
cym wszystkie biatka protoplazmy. Jeszcze dogodniejszy spos6b izolo-
wania jader znalazt Miescher w soku zotagdkowym trawigcym pro-
toplazme a pozostawiajacym jadra ciatek ropnych nienaruszone. Oczy-
wiscie, uzyskany w ten sposob material stat sie obiektem badan Mie-
schera, Kktory stwierdzit, ze gtdwnym tworzywem jader leukocytow
jest jaka$ substancja rozpuszczalna juz w stabo zasadowych roztworach,
natomiast nierozpuszczalna w kwasach, zawierajgca ok. 14% N i przeszto
5po P. Widzac w niej charakterystyczny skiadnik jadra, nadat jej odpo-
wiednig nazwe — nukleina. Intuicyjnie odgadt Miescher znaczenie
opisanego przez siebie zwiazku. W zakonczeniu swej pierwszej publika-
cji pisat: ,,Znajomos$¢ wzajemnego stosunku miedzy materiatem jadro-
wym, biatkami i ich produktami przemian, zerwie z czasem zastone Kkry-
jacg przed nami istote procesu wzrostu komorki“,

HoppeSeyler miat widocznie poczatkowo watpliwosci co do
stusznosci wnioskéw swego mtodego ucznia. Praca Mieschera prze-
lezata w biurku mistrza przez dwa lata, zanim zdecydowat sie opubliko-
waé jg w r. 1871, razem ze swojg witasnag praca nad chemizmem ropy,
w ktorej podkreslit, ze skontrolowat wszystkie wyniki Mieschera,
potwierdzajac je catkowicie. Co wiecej, w publikacji tef Hoppe-Seyler
doniést, ze rowniez w komorkach drozdzy znalazt on ciato wybitnie przy-
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pominajgce nukleine Mieschera. Zresztg w tym samym czasie, w pra-
cowni tybingenskiej dr P 16sz z Budapesztu badal jadra erytrocytéow,
ptakdw i wezy, dochodzac do wnioskoéw analogicznych z wnioskami
Mieschera.

W tym czasie, gdy Swiat naukowy dowiadywat sie o egzystencji
nukleiny, Miescher pracowat juz w swej rodzinnej Bazylei jako pro-
fesor fizjologii, nastepca stynnego embriologa i anatoma Wilhelma H i s a.
Tarta tososi w gdérnym biegu Renu dostarczyty mu nowego obiektu do
badan. Zdawano sobie juz wdwczas sprawe z tego, ze gtowki plemnikéw
odpowiadajg jadru komorek i sperma tososi, tatwo dostepna w Bazylei
w porze godowej tych ryb, stata sie materiatem, na ktéorym skupit uwage
Miescher. W r. 1874 ogtosit doniesienie, z ktérego wynikato, ze
nukleina plemnikéw tososi, bardzo zblizona do nukleiny jader leukocy-
téw, jest solg jakiego$ kwasu z jaka$ organiczng zasada, nazwang przez
niego protaming. Dla kwasu zwigzanego z protaming wprowadzit 5 lat
pézniej Allma nn nazwe — kwas nukleinowy.

Badajac nukleine ze spermy tososia Miescher zaobserwowat bar-
dzo wazny fakt. Prébka tej substancji odparowywana ze stezonym HNO3
pozostawiata na parowniczce z6ttg plame, ktéra po zwilzeniu amoniakiem
przybierata barwe fiotkowg. Dodatni wynik tej znanej od czaséw
Wdéhlera i Liebiga proby mureksydowej, charakterystycznej dla
kwasu moczowego i jego pochodnych, sktonit Mieschera do dal-
szych dociekan. Piccard, ktéremu Miescher powierzytto zagad-
nienie, zidentyfikowat istotnie w nukleinie Mieschera znane juz wow-
czas zwigzki — gwanine i hipoksantyne. Mniej udane byty dalsze wnioski,
ktére wyciggat Piccard ze swych badahA twierdzac, ze gwanina i hi-
poksantyna sa sktadnikami protaminy, a nie zwigzanego z nig kwasu.

W miedzyczasie Hoppe-Seyler opuscit swag ciasng i niewygodng
pracownie w Tybindze, obejmujac kierownictwo pierwszego w Niemczech
instytutu chemii fizjologicznej, w przemianowanym na niemiecki, bytym
francuskim uniwersytecie w Strassburgu. Osoba kierownika i doskonale
wyposazony zaklad $ciggat z daleka zadnych wiedzy adeptow, wsréd kté-
rych znalazt sie przybyty w r. 1877 z Rostocka 24-letni Albert Kossel.
Miody Kossel zajgt sie nukleing, od razu pierwszymi publikacjami
skierowat badania nad tym zwigzkiem na nowe tory i kontynuujac je
przez przeszto 20 lat, naprz6éd w Berlinie, potem w Marburgu, stworzyt
podwaliny chemii kwaséw nukleinowych.

Juz w pierwszych swych doSwiadczeniach Kossel potwierdzit wy-
niki Piccarda, wydzielajgc z nukleiny hipoksantyne i gwanine, wy-
kazujac réwnoczesnie, ze te zwigzki, nazywane wéwczas ,,zasadami allok-
surowymi“ powstajg z kwasu nukleinowego, a nie z biatkowej kompo-
nenty nukleiny. W r. 1885 odkryt Kossel adenine i doszedt do wniosku,
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ze zwigzek ten jest wiltasciwym skiadnikiem kwasu nukleinowego a hi-
poksantyna tylko wtoérnie z niego powstajacym produktem. Gwaning
i adenine potraktowat jajko najcharakterystyczniejsze sktadniki kwasu
nukleinowego, wyr6zniajace go z wszystkich biatek i innych organicz-
nych potgczen fosforu, z jakimi wowczas kwas nukleinowy czesto mie-
szano. Nawigzujagc do rownocze$nie rozwijajacych sie wspaniatych badan
w zakresie organicznej syntezy, prowadzonych przez Emila Fischera,
formutujacego pojecie grupy zwigzkéw ,,purynowych (zamiast ,alloksu-
rowych®), Kossel wykazat istotng geneze kwasu moczowego w orga-
nizmie ludzkim, rewolucjonizujac pojecia klinicystow w tej dziedzinie.

Kossel byt tym, ktéry pierwszy zwrécit uwage na grasice, jako
na szczegblnie dogodne zrddio otrzymywania kwasu nukleinowego, za-
pewniajagc w ten sposéb naszym pracowniom do dzi$ dnia mozno$¢ ko-
rzystania z wzglednie taniego produktu. W kilka lat pdzniej, w r. 1889
A llmann opisat metode otrzymywania kwasu nukleinowego z droz-
dzy, wprowadzajac na dilugie dziesigtki lat do terminologii kwaséw
nukleinowych odpowiednie nazwy dla dwéch typow tych zwigzkéw —
kwas grasicowy i kwas drozdzowy.

Na ostatni dziesigtek lat ubiegtego stulecia przypada odkrycie zwigz-
kow pirymidynowych w kwasach nukleinowych. W r. 1893 opisat Kos-
sel i Neumann w produktach rozktadu kwaséw nukleinowych ty-
mine, w nastepnym roku ci sami badacze zidentyfikowali cytozyne,
a wreszcie w r. 1900 w instytucie Kossela, Ascoli opisat uracyl jako
sktadnik kwasu nukleinowego drozdzowego.

W r. 1893 zauwazyt Kossel ze w kwasie nukleinowym drodzo-
wym znajduje sie jaki$s skiadnik przechodzacy w furfural lub w kwas
lewulinowy, a wiec ze prawdopodobnie w sktad tego kwasu nukleino-
wego wchodzi jaki$ cukier. Salkowski na podstawie osazonu ziden-
tyfikowat ten cukier w r. 1899 jako pentoze, ale dopiero w 10 lat pdzniej
Leveine magt stwierdzi¢, ze ipentoza ta jest rybaza. Natomiast kom-
ponenta cukrowcowa kwasu grasicowego czekata jeszcze diugo na iden-
tyfikacje, ktorg zawdzieczamy Leven e’'ow i dopiero w ostatnich la-
tach przedwojennych.

Albert Kos sel otrzymal w r. 1910 Nagrode Nobla. Przyznano mu
to najwyzsze odznaczenie w Owczesnym S$wiecie naukowym nie za jego
badania nad kwasami nukleinowymi, ale za jego badania nad strukturg
protaminéw. Dzi$, gdy chemia biatek szczyci sie tak fantastycznymi osigg-
nieciami, jak wyjasnienie diugich tancuchow peptydowych, dociekania
Kossela nad protaminami zdajg sie by¢ raczej badaniami biegngcymi
na bocznym torze. Byé moze, ze dzisiejsza chemia biatek, gdyby z niej
wykresli¢ prace Kossela, osiggnetaby taki sam poziom, na jakim sie znaj-
duje. Natomiast chemia kwasdéw nukleinowych jest nie do pomyslenia bez
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pionierskiego wktadu, jaki wigzemy z nazwiskiem tego badacza. Fakt
ten jest bardzo znamienny. Lat temu czterdziesci kilka kazdy krok po-
suwajacy naprzod naszg wiedze o biatkach, uwazany byt za epokowa
zdobycz; najistotniejsze zagadnienia biochemiczne wigzano woéwczas
z problemem struktury biatka. Kwasy nukleinowe znajdowatly sie wtedy
na uboczu gtdwnego nurtu zainteresowan biochemikow. Nie wiedziano
jeszcze, co pocza¢ w interpretacji chemizmu zjawisk zyciowych z tymi
zwigzkami o nieokre$lonej strukturze a o jeszcze mniej wyraznej pozy-
cji biologicznej.

Poczatek XX stulecia stanowi koniec pierwszego okresu badan nad
kwasami nukleinowymi, uwiefAczonego zidentyfikowaniem poszczegol-
nych skiadnikéw tych zwigzkow. Przed naukg otworzyto sie nowe zada-
nie — powigzanie poszczegdlnych sktadnikow w strukture czgsteczki, wy-
jasnienie budowy samych kwaséw nukleinowych. O ile okres pierwszy,
do konca ubiegtego stulecia, jest w dziedzinie kwasow nukleinowych
SciSle zwigzany z nazwiskiem Alberta Kossela to okres nastepny,
pierwsze dwudziestolecie biezgcego stulecia, jest okresem, ktéremu na-
daje pietno Phoebus Aron Levene.

Ten pochodzacy z Polski absolwent wojenno-medycznej akademii
w Petersburgu, po krétkim okresie pracy z Emilem Fischerem
i Albertem Kosselem stworzyt ze swego laboratorium w Nowym
Jorku na dtugie lata gtowny osrodek badan nad kwasami nukleinowymi.
Punktem wyjscia jego dociekan byt otrzymany jeszcze w r. 1894 przez
Olafa Hammarstena =z trzustki bydlecej — kwas gwanilowy. Leve-
ne wyjasnit zasadnicza budowe tego zwigzku, dostrzegt analogie ze
znanym od czasu Liebiga, kwasem inozynowym, wyosobnit z produktéw
rozktadu kwasu nukleinowego inne zwiazki tego typu i sformutowat tak
dzi$ dla nas podstawowe pojecie nukleotydu i nukleozydu. Gdy nauczono
sie wydziela¢ nukleotydy z kazdego kwasu nukleinowego i gdy rozliczne
dane analiz przeprowadzanych w rdznych pracowniach zgodnie przema-
wialy za egzystencjg czterech réznych nukleotydéw w kazdym kwasie
nukleinowym, tylko jeden krok dzielit od sformutowania hipotezy, w mysl
ktérej kazdy kwas nukleinowy jest potgczeniem czterech nukleotydow.
Hipoteze te postawit po raz pierwszy juz w r. 1906 uczen Kossela,
Steudel, ale przyjeta sie ona w catym Swiecie naukowym gtdwnie
dzieki autorytetowi Levene’a i jego wspoipracownikow, szczegdlnie
Jonesa, autorytetowi wspartemu na olbrzymiej ilosci najréznorod-
niejszych analiz. Okoto roku 1920 poglady byty juz ustalone — kwasy
nukleinowe sg tetranukleotydami. Dalsze badania miaty na celu tylko wy-
jasnienie sposobdw, w jaki wiazg sie ze sobg poszczegOlne nukleotydy
i kolejnos¢, w jakiej sg one ze sobg powiagzane w czasteczce kwasoéw
nukleinowych.
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Zaznaczy¢ nalezy, ze wyjasnienie struktury nukleotydéw, jak i sfor-
mutowanie hipotezy tetranukleotydowej umozliwione zostato dzieki zasto-
sowaniu nowego typu metod analitycznych, ktére z poczatkiem bieza-
cego stulecia dopiero zwolna zakorzenialy sie w badaniach biochemicz-
nych. Tym nowatorskim krokiem byto wykorzystanie swoiscie dzialaja-
cych enzyméw. Mozno$é postugiwania sie sokami trawiennymi lub wy-
ciggami z tkanek, zawierajgcymi nukleinazy, nukleotydazy i nukleozy-
dazy dostarczyta Levene’owi i innym pracownikom w tej dziedzinie
sposobu rozktadania czgsteczek kwasdéw nukleinowych, ktéry swg pre-
cyzja przewyzszat wielokrotnie brutalne metody hydrolizy przy pomocy
kwasow lub zasad. Balastem cigzacym na tych sposobach postepowania
byta konieczno$¢ postugiwania sie mieszaninami réznych enzymow, dzia-
tajacymi w spos6b bardzo r6znorodny. Dopiero, gdy w r. 1939 Kunit z
uzyskat krystaliczng rybonukleinaze, a w 10 lat pézniej krystaliczng
dezoksyrybonukleinaze, oba te czyste enzymy staty sie podstawowym
orezem badaczy kwaséw nukleinowych.

Oczywiscie nie mogty ujs¢ uwagi badaczy rdznice zachodzace miedzy
kwasem nukleinowym drozdzowym i kwasem nukleinowym grasicowym.
Stosunkowo szybko zorientowano sie, ze jedng z tatwo uchwytnych cech
odrdzniajagcych oba typy tych zwigzkéw jest obecno$¢ tyminy w jednym
z nich a uracylu w drugim. Poniewaz juz w r. 1902 Osborne wydzie-
lit z kietkdw pszenicznych kwas nukleinowy, cechujgcy sie wiasnos$ciami
analogicznymi do kwasu drozdzowego, fakt ten doprowadzit do pochop-
nych uogélinien, ktére znalazty wyraz w twierdzeniu — ze oba typy kwa-
séw nukleinowych sg charakterystycznymi skiadnikami dwdch typow
Swiata zywego. Réwnolegle z nazwami kwas nukleinowy grasicowy czyli
tymonukleinowy i kwas nukleinowy drozdzowy czyli zymonukleinowy
znajdowaly zastosowanie nazwy — kwas nukleinowy zwierzecy i kwas
nukleinowy roslinny. Jakkolwiek niektdrzy badacze podnosili zastrzeze-
nia przeciwko tej klasyfikacji i jakkolwiek rozporzadzano zbyt matym
materiatem doswiadczalnym, aby méc przypisywaé przynalezno$¢ kwasu
nukleinowego grasicowego wytacznie do tkanek zwierzecych, nazwy te
utrzymywaty sie jeszcze do niedawna, cigzac niekorzystnie na dyskusjach
o charakterze biologicznym, ktére musiaty wcigga¢ kwas nukleinowy w za-
kres tych rozwazan.

Z chwilg, gdy struktura obu typéw kwaséw nukleinowych zdawata sie
by¢ w ogolnych zarysach wyjasniona i gdy hipoteza tetranukleotydowa
ttumaczyta najwazniejsze wyniki doSwiadczen, badania w tym zakresie
zacie$nity sie do szczego6towych dociekan bardzo cennych, ale nie powo-
dujgcych zasadniczych zmian w ustalajgcych sie pogladach. W dalszym
ciggu badania te koncentrowatly sie w pracowni Levenea w Nowym
Jorku, w ktorej badacze réznej narodowosci dorzucali ze swej stnony ce-
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gietki do gmachu naszej wiedzy o kwasach nukleinowych i ich skiado-
wych nukleotydach. Nie pozostaty na uboczu w tym zakresie badania
nauki polskiej, znajdujacej reprezentanta tego kierunku w osobie
prof. Dmochowskiego, z ktdrego nazwiskiem zwigzane sg wazne
osiggniecia dotyczace kwasu adenilowego.

Na og6t jednak zainteresowania badaczy zwrdcity sie w innym Kkie-
runku, z chwilg gdy zidentyfikowano w tkankach zwiazki, ktérych struk-
tura odpowiadata schematowi budowy nukleotydéw uprzednio wydzie-
lonych z kwasow nukleinowych. Tzw. kwas adenilowy mie$niowy, czyli
adenozyno-5-jednofoisforowy, a szczegélnie kwas adenozynotrdjfosforo-
wy odkryty w r. 1928 przez Lohmanna, skupily na sobie uwage
wszystkich biochemikéw. Wkrétce okazato sie, ze nukleotydy te odgry-
waja doniostg role w metabolizmie zywego ustroju. Wspoétudziat tycn
nukleotydéw w glikolizie miesniowej i w fermentacji drozdzowej stat
sie tematem setek prac doswiadczalnych, ktdre ostatecznie doprowadzity
do przyznania kwasowi adenozynotrdjfosforowemu przez Lip manna
centralnej pozycji w procesach gromadzenia i przetwarzania energii w zy-
wych ustrojach. Dzi$ mozemy patrze¢ z dumg na ten okres badan nad
nukleotydami, gdyz witasnie nauka polska, prof. Jakub Parnas we
Lwowie i najblizsi jego wspdtpracownicy, Klimek, Pawst Ostern,
Tadeusz Baranowski, Tadeusz Korzybski, Wanda Meibaum
byli tymi, ktdrzy stworzyli podstawy naszej wiedzy o biologicznej roli nu-
kleotydow adenilowych i opracowali zasadnicze metody badawcze w tej
dziedzinie.

Jeszcze inny o$rodek badawczy w Polsce poniost w okresie miedzywo-
jennym wielkie zastugi w dziedzinie, moze jiie tyle biochemii samych
kwasow nukleinowych, co zasad purynowych. Pracownia prof. Przy-
teckiego w Warszawie przeprowadzita szeroko zakrojone badania nad
rozktadem zasad purynowych w organizmach zwierzecych, wypeiniajgc
swoimi osiggnieciami nowy i wazny rozdziat biochemii poréwnawczej.

W okresie miedzywojennym narastat szybko zas6b oderwanych fak-
téw doswiadczalnych, wzbogacajgcy naszg wiedze o chemii i biologii kwa-
séw nukleinowych, ale brak byto préb szerszych uogolnien, brak nowych
podstawowych faktéw, ktére by ten dziat chemii fizjologicznej kierowaty
na nowe tory. Jednym spos$réd szczeg6lnie cennych osiggnie¢ byta barwna
reakcja na kwas nukleinowy grasicowy, opisana w roku 1924 przez Feul-
gena, ktdra w swej histochemicznej modyfikacji odgrywa do dzisiej-
szego dnia doniostag role we wszelkich dociekaniach zmierzajgcych do
lokalizacji kwaséw nukleinowych w komdrce. Witasnie zastosowanie tej
reakcji Feulgena przez Behrensa oraz przez Kiizela ( Bie-
tozierskiego podwazyto po raz pierwszy stuszno$¢ podziatu kwasow
nukleinowych na grasicowy-zwierzecy i drozdzowy-roslinny. Analogiczne
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watpliwosci nasunety réwniez badania Jorpesa w pracowni Ham-
marstena w Sztokholmie, ktérych wynikiem byto wyosobnienie
z trzustki zwierzecej kwasu nukleinowego, zawierajagcego uracyl, a wiec
sktadnik uwazany do owych czas6w za znamienng ceche kwasu nukleino-
wego roslinnego. Na ogoét jednak odkrywcze badania tego typu nie wzbu-
dzity zywszego zainteresowania w S$wiecie naukowym, chemia kwaséw
nukleinowych zdawata sie by¢ skodyfikowang w tetranukleotydowej hipo-
tezie struktury tych zwigzkow, niezbyt ptodnej i ograniczajgcej rozmach
koncepcji naukowych.

Ostatnie lata przedwojenne przyniosty jednak w zakresie chemii kwa-
séw nukleinowych pewne nowe odkrycia, ktore — co prawda — poczgtko-
wo nie znalazty nalezytego oddzwieku wsrod szerszych rzesz badaczy, ale
wreszcie z czasem zrewolucjonizowaty nasze poglady na budowe i role
biologiczna tych substancji, otwierajac czwarty i ostatni okres badan,
w ktorych petni w chwili obecnej znajdujemy sie. Ojczyzng tych prze-
tomowych dociekan byta Szwecja, pracownia imiennika znakomitego Olafa
Hammarstena, Einara Hammarstena. Hammarsten stwierdzit,
ze przy zastosowaniu tagodnych zabiegéw zmierzajacych do wyosobnie-
nia kwasu nukleinowego z grasicy, przy wyeliminowaniu wszelkich dra-
stycznych czynnikéw mogacych modyfikowaé pierwotng strukture rodzi-
mego kwasu nukleinowego, uzyskuje sie preparaty cechujace sie odmien-
nymi witasnosciami fizycznymi od tych, jakie okazujg produkty otrzymane
metodami klasycznymi. Roztwory uzyskanego w ten sposob kwasu nuklei-
nowego grasicowego okazujg witasnosci roztwordw ciat wielkoczgsteczko-
wych. Szczesliwy zbieg okolicznosci, polegajacy na tym, ze jedyny w owym
czasie osrodek, w peini dysponujacy tak cenng dla badan zwigzkéw wiel-
koczagsteczkowych metodg ultrawirowania, znajdowat sie zaledwie w od-
legtosci 60 km od Sztokholmu, w Upsali, pozwolit na doktadne przebada-
nie uzyskanych metodg Hammarstena kwaséw nukleinowych. Oka-
zato sie, ze istotnie kwas nukleinowy grasicowy, wyosobniony z zacho-
waniem wszelkich $rodkéw ostroznosci, jest zwigzkiem wielkoczasteczko-
wym cechujgcym sie masg czasteczkowg w rzedzie wielkosci setek tysiecy
lub nawet milionéw, a wiec, ze nie jest czteronukleotydem, ale ze musi
by¢ zbudowany z setek lub nawet tysiecy pojedynczych nukleotydéw.
Do podobnych wynikéw, jakkolwiek nie zawsze zgodnych ze soba, dopro-
wadzity badania kwasu nukleinowego drozdzowego. Fakt, ze kwasy nu-
kleinowe sg polinukleotydami nie od razu zostat przyjety z uznaniem przez
wszystkich zainteresowanych badaczy. Zwolna jednak gromadzito sie co-
raz wiecej dowodow, przemawiajgcych za takim ujeciem budowy czastecz-
ki kwaséw nukleinowych, co z kolei zmuszato do gruntownej rewizji pojec
w zakresie zagadnien biologicznych. O ile hipoteza tetranukleotydowa
dopuszczata teoretycznie mozliwo$¢ egzystencji zaledwie kilkunastu od-
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mian kwasu nukleinowego, koncepcja polinukleotydowa zakladata teore-
tycznie mozliwos¢ egzystencji liczby odmian kwaséw nukleinowych, wy-
razajacej sie astronomicznymi cyframi. Mozna byto juz mysle¢ o kwasach
nukleinowych cechujacych sie swoisto$cig gatunkowa, co wiecej, o kwa-
sach nukleinowych witasciwych kazdej odmiennej tkance jednego i tego
samego gatunku. Istotnie, wysubtelnienie metod badawczych, a szczegdl-
nie zastosowanie analizy chromatograficznej dostarcza coraz to wiecej
dowodow przemawiajgcych za stuszno$cig tego rodzgju wnioskéw. Spra-
wy tej jednak poruszac juz nie bede, gdyz dotyczy ona najbardziej aktual-
nej terazniejszosci badan nad kwasami nukleinowymi, ktérej przeciez
poswiecone jest cate nasze Sympozjum.

W tej samej pracowni Hammarstena w Sztokholmie — 26-letni
jego asystent, Torbjorn Caspersson, przystepujac do swej dyserta-
cji doktorskiej opracowat w roku 1936 fizykochemiczng ultramikrometode
pozwalajgcg na doktadne zlokalizowanie w pojedynczych komérkach obu
odmian kwaséw nukleinowych. Opierajagc sie na dawnych doswiadczeniach
Marchlewskiego i Wierzuchowskiej, z ktéorych wynikato,
ze zasady purynowe i pirymidynowe swoiscie absorbujg Swiatto pozafiot-
kowe o dtugosci fali 263 mu, Caspersson zastosowat metode mikro-
fotografii niebarwionych preparatow histologicznych w jednobarwnym
Swietle pozafiotkowym o tej wiasnie dtugosci fali. Postepujac w ten spo-
s6b, Caspersson otrzymywatl na ptycie fotograficznej obraz prepa-
ratu histologicznego, w ktérym wszystkie miejsca komdrki zawierajace
jedng z dwu odmian kwaséw nukleinowych zaznaczaty sie wyraznie w od-
powiedni sposéb. Uzupeiniajac te mikrofotograficzng metode barwieniem
metodg Feulgena, moégt Caspersson okreslic, ktore miejsca w ko-
morce zajete sg przez kwas nukleinowy grasicowy, a ktdre za$S przez
kwas nukleinowy drozdzowy. Ta histochemiczna metoda doprowadzita
od razu do zasadniczych, pod pewnym wzgledem rewelacyjnych, wyni-
kéw. Okazato sie, ze wystepowanie kwasu nukleinowego grasicowego ogra-
niczone jest wytacznie do jadra komorkowego, niezaleznie od tego, czy ja-
dro nalezy do komorki roslinnej, czy zwierzecej. Okazato sie rdéwniez,
ze wszystkie komoarki, zaréwno ro$linne jak i zwierzece zawierajg kwas
nukleinowy drozdzowy, ale rozmieszczony przede wszystkim w cyto-
plazmie komorki. Wyniki te, bedace uzupetnieniem dawniejszych juz ba-
dan Behrensa i Bietozierskiego, o ktérych byta poprzednio
mowa, wykazaty w catej peini brak wszelkiego uzasadnienia dla podziatu
kwasow nukleinowych na roslinne i zwierzece, doprowadzajac do wniosku,
ze oba typy kwasu nukleinowego wystepujag w kazdej komérce, ré6zna jest
tylko ich lokalizacja. Dalsza konsekwencjg tych odkry¢ byta nowa no-
menklatura kwaséw nukleinowych, ktéra powoli i z trudem lecz ostatecz-
nie zwyciesko utrwalita sie w terminologii biochemicznej, biorgc jako
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punkt wyjscia komponente cukrowg, odrézniajacg obie odmiany kwaséw
nukleinowych. Mowimy dzi$§ o kwasie rybonukleinowym i dezoksyrybo-
nukleinowym, zamiast jak dawniej, o kwasie nukleinowym drozdzowym
czyli ro$linnym i grasicowym, czyli zwierzecym. Zaznaczy¢ przy tym na-
lezy, ze niektérzy badacze sg na tyle ostrozni, iz nie wykluczajg mozliwosci
odkrycia w przysztosci jeszcze innych pentoz, jako skiadnikow kwasow
nukleinowych, mdéwig wiec przezornie o kwasach pentozonukleinowych
i dezoksypentozonukleinowych.

Metoda Casperssona doprowadzita do dalszych, jeszcze bar-
dziej og6lnych wnioskéw. Na podstawie badarn nad rozmieszczeniem kwa-
séw nukleinowych i nad iloscig tych zwigzkéw w komaérkach wolno i szyb-
ko rosngcych oraz w komorkach gruczotowych produkujgcych biatkowa
wydzieline i komérkach znajdujgcych sie w spoczynku, Caspersson
wysnut teze, ktéra do dzi$ dnia zwyciesko utrzymuje sie w nauce o kwa-
sach nukleinowych. Doszedt on do wniosku, ze istnieje $cista zaleznos¢
miedzy syntezg biatka w komorce, a iloscig kwasu nukleinowego. W mysl
tych pogladow kwasy nukleinowe pozostajg w najscislejszej tgcznosci
z procesem syntezy biatka. Obecnos$¢ ich jest warunkiem dla przebiegu tej
syntezy, awiec — co za tym idzie — dla wzrostu i rozmnazania sie komo-
rek. Synteza biatek stanowigcych tworzywo jadra jest uwarunkowana obec-
noscig kwasu dezoksyrybonukleinowego, synteza biatek cytoplazmatycz-
nych zalezy od obecnos$ci kwasu rybonukleinowego. Zaznaczy¢ nalezy, ze
Caspersson posungt sie w swych wnioskach moze nawet za daleko
i ze usitowat na podstawie swej metody snu¢ hipotezy o mechanizmie bio-
logicznej syntezy biatek. Whnioski te nie utrzymaty sie, jak réwniez pier-
wotny zachwyt nad jego trudnag i zawitag metoda ostabt znacznie. Wiemy
dzi$, ze zasieg tej metody posiada granice, ktére skutecznie moga prze-
kroczy¢ wysubtelnione metody analityczne oparte na czysto chemicznych
przestankach. Pracownia Casperssona, stworzony specjalnie dla
niego zaktad biofizyki Instytutu Noblowskiego w Sztokholmie, przestata
by¢ wyrocznig w zakresie biochemii i biologii kwaséw nukleinowych. Nie-
mniej etap obecny rozwoju badan nad kwasami nukleinowymi musi trak-
towaé Casperssona jako jednego ze swych pionieréw. Zaznaczyé
réwniez nalezy, ze wnioski Casperssona w og6lnych zarysach zo-
staty catkowicie poparte przez badania Bracheta w Brukseli i D a-
vidsona w Londynie, ktorzy dociekania nad lokalizacja obu typow
kwasow nukleinowych w komérce przeprowadzili przy zastosowaniu pro-
stszych metod enzymologicznych, czy tez metod opartych na klasycznej
technice mikrochemii.

Scista taczno$¢ miedzy kwasami nukleinowymi a tak elementarnym
zjawiskiem jak synteza biatka i wzrost oraz podziat komdérki uwydatnita
sie jeszcze bardziej w miare postepu badan nad wirusami. Dzi$ wiemy, ze
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w skiad wszystkich wiruséw, nawet najprostszych wiruséw roslinnych,
wchodzi oprocz biatka jeszcze kwas nukleinowy. Bez wzgledu na to jak
bedziemy sie zapatrywa¢ na istote wiruséw i na ich pozycje w linii ewo-
lucyjnej zywej materii, nukleoproteidowy charakter tych tworéw uwy-
datnia w catej petni zasadnicza role biologiczng zwiazkéw bedacych przed-
miotem naszego Sympozjum.

Ziarno rzucone przez Fryderyka Mieschera kietkowato dlugo, ale
dzi$ daje plony przebogate. Przewidywania jakie wigzat ten miody badacz
z odkrytymi przez siebie ciatami spetniajg sie catkowicie. Kwasy nuklei-
nowe stajg sie obiektem zainteresowah wszystkich gatezi nauk o przyro-
dzie zywej i poddawane sg badaniu z najroznorodniejszego punktu widze-
nia. Fakt ten w pewnej mierze nastrajajgcy optymistycznie, kryje w so-
bie rowniez powazne niebezpieczeristwo. Problem biologii i biochemii
kwaséw nukleinowych jest szczegolnie trudnym i zawitym i atakowanie
tego problemu wymaga bardzo gruntownego metodycznego i teoretyczne-
go przygotowania. Niestety, narastajaca powddz publikacji w tej dziedzinie,
z ktorych znaczna cze$¢ okazuje sie zupetnie bezwarto$ciowa, budzi po-
wazny niepokdj. Nasuwajg sie na mys$l stowa wypowiedziane przed 60-ciu
laty przez naszego wielkiego Marcelego Nenckiego w zwigzku z dw-
czesnymi badaniami nad barwnikiem krwi: ,Zagadnienia, przed ktorymi
cofa sie gruntownie przygotowany i doswiadczony chemik, s3g z naiwng
ufnoscig atakowane przez gromady adeptow medycyny, ktdrym brak naj-
elementarniejszych, niezbednych do tego rodzaju badahA podstaw“. Dla-
tego jestem przekonany, ze dwudniowe nasze Sympozjum, przedstawiajac
choéby tylko czesciowo zawito$¢ problematyki kwasdw nukleinowych,
wprowadzi pewien porzadek w zakresie panujgcych jeszcze dosy¢ po-
wszechnie chaotycznych poje¢ i nada badaniom w tej dziedzinie u nas
okreslony kierunek zgodny z naszymi mozliwosciami.



http://rcin.org.pl



P O S T E P Y B I O C H E M I |
TOM 11 1956 ZESZYT 1

BRONISLAW FILIPOWICZ

Budowa kwaséw nukleinowych

W latach siedemdziesigtych zesztego stulecia, w pracowni Hoppe-
-Seylera w Tybindze pracowal miody biochemik — Fryderyk Mie-
§¢ her, interesujgcy sie zagadnieniem budowy i sktadu chemicznego ja-
dra komorkowego. W tym celu Miescher trawit pepsyng rope z ban-
dazy chirurgicznych, aby usungé materiat cytoplazmatyczny. Z niestra-
wionej pozostatoSci wyodrebnit Mischer substancje, ktérg, dla pod-
kreSlenia jej jadrowego pochodzenia nazwat nukleing. (206)

Nukleina okazata sie substancjg ztozona, zbudowang z zasadowego biat-
ka o niewielkiej masie czasteczkowej oraz z drugiego, niebiatkowego
sktadnika, posiadajgcego witasciwosci wielozasadowego kwasu 0 znacznej
zawarto$ci fosforu.

W owym czasie jedynym znanym organicznym sktadnikiem tkanki, za-
wierajacym fosfor, byta lecytyna. Wyizolowanie drugiego, bogatego w fos-
for, sktadnika wywotato zrozumiate zainteresowanie. Szczegdlnie pracg
Mieschera zainteresowat sie Hoppe - Seyler i polecit swoim
wspotpracownikom sprawdzi¢ spostrzezenia Mieschera na innym
materiale.

W latach 1869—71 wyizolowano nukleine z komorek zwierzecych, z ka-
zeiny, z z6tka jaja, z komorek drozdzowych (220, 196, 119, 207).

Biatkowy skitadnik nukleiny zostat nazwany przez Mieschera (208)
protaming. Badaniem tego skiladnika zajeto sie pdézniej w pracowniach
Kossela i Fischera.

Drugi, niebiatkowy sktadnik zostat wyizolowany w czystej postaci do-
piero w dwadzie$cia lat pézniej przez Altmanna (4) i nazwany przez
niego kwasem nukleinowym. A limann swdéj czysty pozbawiony biat-
ka, kwas nukleinowy wyizolowat z grasicy, z z6tka jaja, z plemnikéw to-
sosia i z drozdzy. Nie stwierdzit on zadnych roznic w tych, otrzymanych
z réznego materiatu, kwasach nukleinowych.

Okazato sie pOzniej, ze kwasy nukleinowe tkanki zwierzecej, a szcze-
gblnie zwigzki wyizolowane z grasicy, r6znig sie w swoich witasciwos$ciach

[15]
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od kwasow nukleinowych wyizolowanych z drozdzy. Stad geneza pierwsze-
go podziatu kwaséw nukleinowych na:

I — zwierzece lub tymonukleinowe (grasicowe),

Il — roS$linne lub drozdzowe,
gdyz materiat wyizolowany z tkanek roslinnych posiadat wtasciwosci kwa-
su nukleinowego drozdzowego.

Puryny

Badania sktadu chemicznego kwasow nukleinowych i pierwsze prace
na ten temat zwigzane sg z nazwiskami Mieschera, Kossela,
Hammarstena, Leven e’a Jeszcze w zesztym stuleciu Ham-
m ar sten (107) podaje, ze rozpad nukleiny daje miedzy innymi tzw.
»Ciata ksantynowe“. Zwigzki te przebadat pozniej i opisat Emil Fischer
(87, 93, 95) i ujat wspblng nazwa ,,ciata purynowe®, (Purinkdrper od purum
i uricum), gdyz w kazdym z tych zwigzkéw wystepuje dwupierscieniowy
uktad purynowy o nastepujacej strukturze (rys. 1):

H

CH

H H
Rys. 1. Rys. 2. Puryna. Rys. 3. Pirymi- Rys. 4. Imi-
dyna. dazol.
Czesto, dla wiekszej przejrzysto$ci wzoru, nie wpisuje sie do pierscie-
nia purynowego wegli i zwigzanych z nimi wodoréw (rys. 2).
Puryna jest jakby produktem kondensacji pierscienia pirymidynowe-
go (rys. 3) i imidazolowego (rys. 4).

Rys. 5. Rys. 6. Rys. 7. Kwas mo-
Alloksan. Mocznik. czowy.

W catkowicie utlenionym pierscieniu purynowym mozna rowniez do-
patrzeC sie pierScienia alloksanowego (rys. 5) oraz mocznika (rys. 6).
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Dlatego tez Kossel i Kruger (145 zaproponowali dla omawia-
nych zwigzkéw nazwe: ,zasady alloksurowe®“ (Alloxurbasen), lecz nazwa
ta nie zyskata prawa obywatelstwa.

Pewne zwiazki o budowie purynowej byly juz znane od dawna.
Scheele w roku 1774 znajduje w moczu kwas moczowy, ktory, jak
sie p6zniej okazato, jest 2,6,8-tréjoksypuryng (rys. 7). Zwigzek ten zostat
znacznie pézniej otrzymany syntetycznie z mocznika i glikokolu (120),
a takze z kwasu izodialurowego i mocznika (19).

Hipoksantyna (6-hydroksypuryna) juz w roku 1850 znaleziona zostata
przez Scherera (223) w mieéniu sercowym. Znaleziono jg réwniez
w niewielkich ilosciach w moczu (222). Syntezy tego zwigzku dokonat po
raz pierwszy Fischer (88) z trojchloropuryny, przeprowadzajac ten
zwigzek w $rodowisku alkalicznym w 6-oksy-2,8-dwuchloropuiryne, a na-
stepnie, po podziataniu jodowodorem, na hipoksantyne.

Ksantyna (2,6-dwuhydroksypuryna) réwniez znajduje sie w niewiel-
kich ilosciach w moczu, skad wyizolowano jg po raz pierwszy w postaci
czystego zwigzku (149). Znacznie wczes$niej znaleziono jg w kamieniach
moczowych (198). Syntetycznie zostala otrzymana ksantyna przez Fi-
schera (89, 92) z tréjchloropuryny, po zastosowaniu podobnych zabie-
goéw, jak przy otrzymywaniu hipoksantyny.

Guanine (2-amino-6-hydroksypuryne) znaleziono w roku 1844 w gua-
no (255). Znaleziono ja rowniez w mies$niach i stawach chorych swin (256).
W roku 1897 Fischer przeprowadza synteze tego zwigzku (90). Hor -
baczewski byt pierwszym, ktéoremu udalo sie otrzymaé ksantyne
i guanine w postaci krystalicznej (121).

Adenine (6-aminopuryne) po raz pierwszy izoluje Kossel z trzu-
stki (140), a jednoczes$nie znajduje ja takze w hydrolizacie nukleiny droz-
dzowej (141). Wystepuje ona réwniez w niewielkich ilosciach w moczu
(150). Synteza tego zwigzku zostata przeprowadzona przez Fischera
(91), a produktem wyjSciowym byta tréjchloropuryna, ktéra ogrzewat
z amoniakiem i przeprowadzit w 6-amino-2,8-dwuchloropuryne. Zwigzek
ten, po podziataniu jodowodorem, przeszedt w adenine. W tymze czasie uda-
jesie Krugerowi (147) przeprowadzi¢ adenine w hipoksantyne przez
podziatanie azotanem sodowym na roztwOr adeniny w rozcienczonym
H2S0O4. Prébuje on takze ustali¢ wzoér obu tych zasad (148). Nad enzyma-
tycznymi procesami przej$cia adeniny i guaniny w kwas moczowy pra-
cuje w nastepnych latach Schittenhelm (225 240).

Z innych pochodnych purynowych, znalezionych w przyrodzie, nalezy
wspomnieé, ze skarmiajagc zwierzeta znaczng iloScig adeniny, stwierdzo-
no odktadanie sie w nerkach Kkrystalicznego osadu 2,8-dwuhydro-
ksyadeniny. Podobny efekt uzyskuje sie, podajagc badZz 2-hydroksyade-
nine (izoguanineg), badz 8-hydroksyadenine (21). Donoszono réwniez o wy-

2 Postepy Biochemii
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izolowaniu izoguaniny z materiatu roslinnego (56, 57) i zwierzecego (44),
lecz pozniejsze badania nie potwierdzity tych odkryc¢.

Ostatnio w grzybie Agaricus nebularis znaleziono (36) zwigzek
nazwany nebularyna (nebularine). Analiza wykazata (195), ze zwiazek
ten ztozony jest z puryny i rybozy. Porownano ten zwigzek z syntetycznie
otrzymang 9-/?-D-rybofuranozy-
lopuryna i okazato sie, ze sg to
identyczne zwigzki (43). Jest
to jedyny przypadek znalezie-
nia w przyrodzie piers$cienia pu-
rynowego bez podstawnikow.

Z omawianych wyzej zasad
Rys. 8. Adenina. Rys. 9. Guanina. purynowych w kwasach nuklei-

nowych znaleziono tylko ade-
nine (rys. 8) i guanine (rys. 9). Hipoksantyna, ksantyna, kwas moczowy
sg to produkty przemian tych dwoch zasad. W roku biezagcym doniesiono
rébwniez o wyizolowaniu z B. coli KDN, ktéry w swoim skiadzie zawiera
6-metyloaminopuryne (75).

NH

Pirymidyny

W hydrolizatach kwaséw nukleinowych juz w zesztym stuleciu znalezio-
no trzy pochodne pirymidyny (rys. 10 i 11); cytozyne (rys. 12), uracyl
(rys. 13) i tyrnine (rys. 14).

H nh2 < ?
l .
cH | . -0 HNAN-CHj
d
H
° \'s
J ]
H o H
Rys. 10. Rys. 11 Rys. 12. Rys. 13. Rys. 14.
Pirymidyna Pirymidyna. Cytozyna. Uracyl. Tymina

Cytozyna (6-amlIno-2-oksyipirymidyna) zostata po raz pierwszy otrzy-
mana w roku 1894 z hydrolizatu kwasu tymonukleinowego (143), a w Kil-
ka lat p6zniej ustalono budowe tego zwigzku (146). W tymze czasie wyko-
nano réwniez synteze cytozyny (266).

Uracyl (2,6-dwuoksypirymidyna) otrzymany zostal po raz pierwszy
w roku 1900 (8) z kwasu nukleinowego drozdzowego. WKkrotce potem
przeprowadzono jego synteze przez kondensacje kwasu akrylowego
z mocznikiem (94).
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Tymine (5-metylouracyl) otrzymali Kassel i Neumann (142,
144) z kwasu tymonukleinowego grasicy i $ledziony. Synteze wykonano
w pracowni Fischera zmocznika i kwasu metakrylowego przez ogrze-
wanie roztworu tych zwigzkéw w temp. 210—220°. Powstaly 5-metylo-
hydroksyuracyl, podgrzany do 100° w lodowatym kwasie octowym, w o-
becnosci bromu przechodzi w tymine. Nalezy wspomnie¢, ze zwigzek ten
wystepuje wytgcznie w kwasie tymonukleinowym, uracyl — w kwasie
nukleinowym typu drozdzowego, gdy obecno$¢ cytozyny stwierdzono
w obu rodzajach kwasow.

W ostatnich latach stwierdzono wystepowanie w $wiecie organicznym
jeszcze dwu pochodnych pirymidynowych. Pierwsza z nich to 5-metylocy-
tozyna (rys. 15), sygnalizowana przez Hotchkissa (122), a znalezio-
na w roku 1950 przez Wyalla (169, 270, 271) i nastepnie przez Co-
hena (60) w réznym materiale zwierzecym i roslinnym (grasica cieleca,
Sledziona wotowa, szpik kostny szczurow, plemniki baranie, plemniki ryb,

Rys. 15. 5-metylo- Rys. 16. 5-hydroksy- Rys. 17. Kwas
cytozyna, metylocytozyna. orotowy.

kietki pszenicy, szarancza). Nie udato sie natomiast potwierdzi¢ doniesie-
nia Johnsona i Coghiilla (123), ze zwigzek ten wystepuje w kwa-
sie nukleinowym wyizolowanym z Mycobacterium tuberculosis. Dru-
ga — to 5-hydroksymetylocytozyna (rys. 16), wyizolowana w dwa lata
pézniej z kwasu nukleinowego bakteriofaga (272).

Dotychczas zadnej z omdwionych pochodnych pirymidynowych w przy-
rodzie w stanie wolnym nie znaleziono.

Na zakonczenie rozdziatu o pirymidynach nalezy wspomnie¢ o kwasie
orotowym (rys. 17), ktéry jest dobrym prekursorem zasad pirymidyno-
wych. Po wprowadzeniu znaczonego 1°N kwasu orotowego do ustrojow
zwierzecych, izotop azotu znaleziony zostat przez wielu autorow (7, 23,
264, 265) w pierscieniu pirymidynowym ii to zaréwno w uracylu jak
i w cytozynie. Zaledwie $lady 1;N znaleziono w pierscieniu purynowym.

Zwigzek ten znany juz byt w roku 1904 (26) jako skiadnik mleka. Zo-
stat nazwany kwasem orotowym od greckiej nazwy oros — serwatka. Bu-
dowa tego zwigzku zostata ustalona dopiero w roku 1930 (11). Jest to
kwas 2,6-dwuhydroksy-4-pirymidynokarboksylowy.
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Cukry

W hydrolizatach KN, obok wspomnianych wyzej zasad purynowych
i pirymidynowych, znaleziono réwniez cukry i kwas ortofosforowy.

Olaf Hammersten badajac osazony tych weglowodanéw, doszedt
do wniosku, ze sg to pentozy. Kolejno mylnie identyfikowano te pentozy
jako; d-ksyloze (210, 211, 212), d,Z-arabinoze (18), d-liksoze (113, 114).

Przypuszczenie ze cukier wystepujgcy w KN typu drozdzowego, jest
to D*ryboza, wysuneli po raz pierwszy w roku 1919Levene i jego wspot-
pracownicy (162, 163), po wyizolowaniu 'tej pentozy, przeprowadzeniu jej
w posta¢ krystaliczng i po przebadaniu wi#asciwosci otrzymanego zwigzku
(punkty topnienia badanej pentozy oraz jej fenylo- i p-bromofenyloosazo-
nu, benzylofenylohydrazonu, kat skrecania ptaszczyzny polaryzacji). Wy-
stepowanie D-rybozy w KN typu drozdzowego zostatlo pdZniej potwier-
dzone przez wielu innych badaczy (77, 47, 48, 49, 131, 240, 193, 226).

Nizej podane sg wzory D-rybozy, odmiany okso- (rys. 18) i odmiany

cyklicznej furanozowej wg Tollensa (rys. 19) i Hawortha
(rys. 20).
h-cto HO-C-H
I, I
H-C-OH H-C-OH
| O
H-C-OH H-C-OH
|
H-C-OH | R o J—
Il
CH20H CH20H
Rys. 18. Rys. 19. /?-D- Rys. 20. /9-D-Rybofura-
D(-)-Ryboza. -Rybofuranoza. noza.

W kwasie nukleinowym grasicowym stwierdzono wystepowanie inne-
go cukru niz w kwasie drozdzowym. Poczgtkowo przypuszczano, ze jest to
heksoza, gdyz w kwasnych hydrolizatach KN grasicowego znajdowano
kwas lewulinowy (CH3COCH2CH2COOH), ktéry powstaje réwniez po
zagotowaniu heksoz z kwasem solnym.

Pierwszy Feulgen zwrécit uwage na odmienne wiasciwosci tego
cukru (84, 85). Dopiero jednak w latach 1929—30 wspoétpracownicy Leve-
ne’a (173, 175, 176) udowodnili, ze cukier, wystepujacy w KN typu grasi-
cowego, jest to 2-dezoksy-D-ryboza (ryboza pozbawiona tlenu przy we-
glu 2). W pare lat pézniej Klein (136) wyizolowat wiekszg (ilos¢ tego cu-
kru i doktadnie przebadat jego wasciwosci fizyczne i chemiczne. Te wykry-
cia spowodowaty, ze kwasy nukleinowe typu drozdzowego zaczeto nazywac
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»kwasami rybonukleinowymi*“ (KRN), a kwasy graaicowe — ,dezoksyry-
bonukleinowymi“ (KDN).

Trzeba jednak nadmienié, ze wiekszos¢ préb, majacych na celu stwier-
dzenie identycznos$ci omawianych cukrow w KN, opierano przede wszyst-
kim na ich reakcjach barwnych. Okazato slie, ze reakcje te nie sg specy-
ficzne. Tak np. barwng reakcje z orycyna dajag obok rybozy takze inne
pentozy. Podobnie barwny zwigzek z dwufenyloaming dajg wszystkie
2-dezoksypentozy (218, 219) i, jak ostat-
nio stwierdzono, takze 3-dezoksypento- H OH
zy (1). Zaproponowano przeto (258), \ /

. Coee COOH
aby nazwy omawianych kwaséw zastg- | I
pi¢ terminami: ,kwas pentozo- i de- H-c-OH H-C-OH
zoksypentozonukleinowy” i ten projekt | 0 |
zyskat do$é duzo zwolennikow. H-C-OH H'CI'OH
W pracowni Guli and a (15 16) H.c oo H-C-OH
udato sie jednak stwierdzi¢, ze cukier I |
wystepujacy w KRN drozdzowym to CH )OH ch2oh

D(—i)-ryboza. Cukier ten po wyizolo- Rys. 21. D-Ryboza. Kw. D-rybonowy.
waniu przeprowadzono w odpowiedni

kwas aldonowy (rys. 21), a ten, po skondensowaniu z o-fenylenodwuamina,
dat odpowiedni benzimidazol, ktéry zidentyfikowano jako D-rybobenzi-
midazol (rys. 22).

COOH
H-C-OH H H H
+H_CI_O|:| c-c-c-c- ch2oh
H_Cl_OH OHCI)HOH
CH20H
Rys. 22. o-Fenylenodwuamina. D-Rybobenzimidazol.

W nastepnych latach w pracowni Chargaffa (259, 260) przebada-
no chromatograficznie cukry KRN: trzustki, watroby, pateczki gruZlicy,
wirusa choroby mozaikowej, wirusa zéttej rzepy i swierdzono, ze cukry te
sg identyczne z rybozg, znaleziong w KRN drozdzowym. W tymze czasie
Davidson i Waymouth =znalezli D-ryboze z KRN, wyizolowa-
nym z watroby (67), a Schwerdt i Loring (233) stwierdzili, ze
kwasy: guanilowy, urydylowy i cytydylowy, wyizolowane z wirusa cho-
roby mozaikowej tytoniu, posiadajg identycznag budowe z podobnymi kwa-
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sami drozdzowymi. W roku 1953 wyizolowano cukry z KRN jedenastu
szczepOw wirusa mozaiki tytoniowej ilprzeprowadzono te cukry w kry-
staliczne dwu-n-propylomerkaptalopentozy. Po poréwnaniu otrzymanych
zwigzkéw z dwu-n-propylomerkaptalami syntetycznej rybozy, stwierdzono
ich identyczno$¢ (202). Podobnie metodg chromatograficzng udowodniono
obecnos$¢ dezoksyrybozy w KDN grasicy i watroby ludzkiej i wotowej,
grasicy Swinskiej li owczej, w KDN plemnikéw tososia, pratkéw gruzli-
czych i innych (52). Nie udato sie natomiast stwierdzi¢ wystepowania in-
nych cukrow w KN. Dotychczasowe wzmianki nie znalazty potwierdzenia.
Tak np. w roku 1943 podano, ze w KDN drozdzowym wystepuje L-likso-
za (103). W innych pracowniach nie znaleziono tego cukru. W roku 1951
Sinsheimer (237) w hydrolizacie KDN bakteriofaga T2r, w jednym
z nukleotydow, stwierdzit obecno$¢ heksozy (obok dezoksyrybozy). Oka-
zalo sie, ze cukier ten zwigzany jest glikozydowo z grupa hydroksylowa
5-hydroksymetylocytozyny, a tego rodzaju wiazania nie wystepujg w kwa-
sach nukleinowych.

Z powyzszego wynika, ze nazwy: ,kwasy rybonukleinowe i dezoksy-
rybonukleinowe®, mimo zastrzezen niektdrych autoréw, stusznie zyskuja
sobie prawo obywatelstwa w nomenklaturze biochemicznej.

Mozliwe, ze istniejg jeszcze inne odmiany kwaséw nukleinowych. Tak
np. Kizel i Szamszikowa (1938) (134) — z dojrzewajacych to-
rebek nasiennych maku, a Bietozierskij (1941) (25) — ze Spiril-
lurn volutans wyodrebnili dwa kwasy nukleinowe zawierajgce wszystkie
zasady, jakie spotykamy w KDN. Zdaniem tych autoréw, w jednym z tych
kwasow jedynym cukrem jest pentoza, a w drugim znalezli zaréwno pen-
toze jak i dezoksypentoze. Spostrzezenia te nie zostaty dotychczas po-
twierdzone w innych pracowniach.

Nukleozydy

Cukier powigzany glikozydowo z zasada purynowg lub pirymidynowa
tworzy tzw. nukleozyd. W nazwie tej podkreslono obecnos¢ w tych zwiaz-
kach zasady nukleinowej i wigzania glikozydowego. Nazwy nukleozydow
tworzy sie od nazw odpowiednich zasad:

uracyl-ryboza — urydyna

cytozyna-ryboza — cytydyna
adenina-ryboza — adenozyna
guanina-ryboza — guanozyna

hipoksantyna-ryboza — inozyna



9 BUDOWA KWASOW NUKLEINOWYCH 23

Do nazw odpowiednich polgczen z dezoksyryboza dodaje sie przedrostek
dezoksy — dezoksycytydyna, dezoksyadenozyna iltd. Tymina powigzana
z dezoksyrybozg nosi nazwe tymidyny.

Zwigzki tego typu poznano w koricu zesztego stulecia, po wyizolowa-
niu z ekstraktow roslinnych rybozydu guaniny (229, 231), a nastepnie ry-
bozydu hipoksantyny (inozyna) z ekstraktu zwierzecego (112, 115). W ro-
ku 1919 Levene i Jacobs stwierdzili wystepowanie tego typu
zwigzkéw w hydrolizatach KN (163).

Pozostato do stwierdzenia w jakiej odmianie cyklicznej wystepuja te
cukry ii ustalenie miejsca przytgczenia cukréw do zasad. Rozwigzywanie
tych zagadnien trwato dwadzieScia kilka lat.

Dla cukréw stale sugerowano budowe furanowg (< 1,4>), poniewaz
od dawna znany byt nukleotyd — kwas inozynowy (potgczenie hipoksan-
tyny z rybozg i kwasem fosforowym), w ktérym C5rybozy blokowany byt
kwasem fosforowym. Dopiero w latach 1932 — 35 zaréwno w pracowni
Levene’a (181, 182, 185, 186, 188) jaki Brede recka (29, 30, 28)
ustalono, przewaznie metodg metylowania, ze naturalne nukleotydy za-
réwno purynowe jak i pirymidynowe, posiadajg budowe furanowg. Uzy-
skane wyniki zostaly pdézniej potwierdzone przez Todda metodg nad-
jodanowa (253).

Glikozydowy charakter wigzania cukru z zasadg stwierdzono najpierw
dla nukleozydow purynowych. Zwigzki te, po podziataniu stabym kwasem
mineralnym, tatwo hydrolizujg na zasade i cukier oraz dajg barwng reak-
cje z orcyna, co pozwala na stwierdzenie obecnosci w tych zwigzkach pen-
tozy. Nukleozydy pirymidynowe sg bardziej odporne na hydrolityczne
dziatanie kwasOw i nie daja lub dajg tylko bardzo stabg reakcje barwng
z orcyna.

Nukleozydy pirymidynowe

Miejsce przytgczenia cukru do zasady ustalono najpierw dla nukleozy-
dow pirymidynowych. Wystepowanie obu tych zwiazkéw w nukleozy-
dach stwierdzono po podziataniu kwasem bromowodorowym na urydyne.
Powstat bromouracyl i kwas rybonowy (170) w ekwimolarnych stosun-
kach.

Dyskutujgc mozliwos$ci przytgczenia rybozy do pierScienia pirymidyno-
wego, nalezy pamietaé, ze z szeSciu atomOw pierscienia pozycje 2 i 6 sg
zablokowane tlenami lub grupg aminowg zaré6wno w uracylu jak i w cy-
tozynie i w tyminie. W tyminie zablokowana jest rowniez pozycja 5 (patrz
rys. 12, 13, 14). Znane sg réwniez pochodne urydyny, w ktérych zablo-
kowano pozycje 4 i 5 (179) (grupa nitrowa, bromem, fenylolohydrazyna).



24 B. FILIPOWICZ [10]

Z wihasciwosci nukleozydéw wynika réwniez, ze cukier zwigzany jest
z azotem a nie z weglem. Dowodem sg syntetyczne zwigzki otrzymane
przez Hdlberta i Johnsona, takie jak glikozydouracyl (117) lub
metylouracyl (118), ktore, jak stwierdzo-
no, posiadajg nastepujgca budowe (rys. 23
i 24):
Z tego wynika, ze jedynym miejscem,
w ktorym cukier moze wigza¢ sie z pier-
Scieniem pirymidynowym, jest N3 (157),
tym bardziej, ze Ni cytozyny nie posiada

Rys. 23. Rys. 24. wodoru, ktory mogtby by¢ podstawiony
3-Gliko- 3-Metylo- cukrem.
zydouracyl. uracyl. Te wywody zostaly nastepnie potwier-

dzone przez Levenea i Tipso-
n a (186) eksperymentem. Autorzy ci po zmetylowaniu urydyny i hy-
drolizie powstatego zwiazku, znalezlli w hydrolizacie cukier i Ni-mety-
louracyl. Z powyzszego wynika ze cukier w urydynie zwigzany byt z N3
pierscienia pirymidynowego (rys. 25):
Przy uzyciu podobnej metody stwierdzono réwniez, ze w tymidynie
dezoksyryboza wigze sie z N3 tyminy (31).

(0]
HN —CHj
o-
0] 5
ch2oh
&c
5

oM OH OH
Rys. 25. Urydyna (3-#-D- Rys. 26. Cytydyna (3-/7?- Rys. 27. Tymidyna (3-/?-
rybofuranozydouracyl). D-rybofuranozydocyto- D-dezoksyrybofurano-

zyna). zydotymina).

Po raz pierwszy znaleziono cytydyne (169) ii urydyne (168) w latach
1911/12 w hydrolizatach kwasu nukleinowego drozdzowego. Tymidyne
i dezoksycytydyne otrzymano znacznie p6zniej po przeprowadzeniu enzy-
matycznej hydrolizy kwasu tymonukleinowego (252, 136, 24, 173, 174, 177,

Zadnego z omawianych nukleotydéw pirymidynowych w postaci wol-
nej w przyrodzie nie znaleziono.
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Nukleozydy purynowe

Na wieksze trudnosci natrafiono przy ustaleniu miejsca wigzania cu-
kru z pier§cieniem purynowym.

Nalezy przypuszczac, ze wszystkie nukleozydy purynowe majg podob-
ng budowe, gdyz podobne jest rowniez ich zachowanie pod wptywem
czynnikdw chemicznych i enzymatycznych.

Rozwazajgc mozliwosci przytgczenia cukru do pierscienia puryno-
wego, nalezy wykluczyé C2 i C«, gdyz w guaninie i adeninie wegle te sg
zablokowane grupami aminowymi (patrz rys. 8, 9). Nalezy réwniez wy-
kluczy¢ Ni i N3 oraz C4 i C5, gdyz w adeninie azoty te i wegle sg catko-
wicie wysycone. Jako miejsce przytgczenia pozostaje pierscien imidazo-
lowy, a w nim niezablokowany Cs oraz N7 lub N9. Przytaczenie cukru do
Cg jest mato prawdopodobne, gdyz
powstatby fancuch weglowy, kté-
ry bytby znacznie trwalszy niz
wigzanie glikozydowe, jakie
stwierdzono w omawianych nu-
kleozydach.

Pozostaje przeto do rozwaze- Rys. Tautomeryczne odmiany puryny.
nia mozliwos$¢ przytaczenia cukru
do N7 lub N9. Rozstrzygniecie byot trudne, gdyz puryny prawdopodobnie
moga wystepowaé w dwu odmianach tautomerycznych (rys. 28):

Levene (156) przyjat, ze cukier zwigzany jest w nukleozydach z N7,
opierajac sie na eksperymentach przeprowadzonych z ksantozyna. L e-
vene zmetylowat ksantozyne i otrzymat irybozyd teofiliny (rybozyd 1,3-
dwumetyloksantyny) (rys. 29):

N- ryboza

H CH3
Rys. 29. Ksantozyna. Rybozyd teofiliny.

Autor ten dowodzit, ze gdyby w ksantozynie nie byt zablokowany N~,
wowczas po procesie metylowania zamiast rybozydu teofiliny powstataby
pochodna kofeiny, ktora jak wiadomo, ma trzy grupy metylowe przy
azotach 1, 31 7. Ten poglad Levene’a przetrwal przez wiele lat, mimo
ze autor podkreslat, iz dowody jego nie sa dostateczne dla ostatecznego
stwierdzenia budowy nukleozydow.
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Zagadnienie to rozwigzali wreszcie Gulland i Holiday (100),
ktorzy poréwnywali widma wodnych roztworow ksantozyny i guanozyny
z widmami monometylopochodnych ksantyny i guaniny i doszli do
wniosku, ze w wymienionych nukleozydach pentoza zwigzana jest z NO.
Stwierdzono bowiem duze podobiefstwo widm nukleozydéw do widm
odpowiednich zasad purynowych zmetylowanych w pozycji 9. Podobne
whnioski wyciggnieto réwniez po poréwnaniu widm adenozyny i 9-me-
tyloadeniny (101, 102).

Uzyskane wnioski zostaly ostatecznie potwierdzone syntezami, wyko-
nanymi w pracowni T odda. Stwierdzono, ze naturalna adenozyna
(rys. 30) posiada identyczna budowe z syntetyczng 9-/?-D-Tybofuranozy-
doadening (132), a naturalna guanozyna (rys. 31) posiada wszystkie wtas-
ciwosci syntetycznej 9-/?-D-rybofuranozydoguaniny (72).

nhq 0
(6]
ch2oh
*
\ A
OH OH OH OH
Rys. 30. Adenozyna (9-/?-D-ry- Rys. 31. Guanozyna (9-/?-D-rybo-
bofuranozydoadenina). furanozydoguanina).

Synteza nukleozydéw dezoksyrybozowych nie zostata jeszcze catko-
wicie wykonana, lecz przypisujg im (33, 1) rédwniez budowe furanowa i i3
konfiguracje wigzania glikozydowego. 2-Dezoksy-D-ryboza przytacza
sie w tych zwigzkach do N9 zasad purynowych, a do N} pirymidyno-
wych (2).

Z omawianych nukleozydéw purynowych w kwasach nukleinowych
znaleziono adenozyne i guanozyne.

Adenozyna zostata po raz pierwszy otrzymana przez Levene’a i Ja.
cobsa (163, 165) w roku 1909, po zhydrolizowaniu KN drozdzowego.
W niewielkich ilosciach znaleziono jg réwniez w wyciagu z miesnia serco-
wego oraz w moczu. W obecnos$ci kwasu azotowego adenozyna ulega deza-
minacji (166) i przechodzi w inozyne (9-rybofuranozydohipoksantyna),
znany skiladnik kwasu inozynowego, wystepujagcego w mie$niach. Syn-
teze adenozyny wykonano w roku 1948 w pracowni Todda (71).

Guanozyne znaleziono znacznie wcze$niej (r. 1885) w wyciagu wod-
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nym czerwonej koniczyny (230). Okazato sie p6zniej, ze wchodzi ona réw-
niez w sklad hydrolizatow kwasoéw nukleinowych (163). Dezaminacja
guanozyny prowadzi do powstawania ksantozyny (9-D-irybofuranozydo-
ksantyna) (164, 171). Synteze guanozyny przeprowadzono w latach 1946/48
(69, 70).

Nalezy doda¢, ze w watrobie znaleziono réwniez rybozyd kwasu mo-
czowego (82), o istnieniu ktérego wspomniano juz znacznie wcze$niej (68,
213). Mozliwe, ze zwiazek ten, podobnie jak ji rybozyd ksantyny i hipo-
ksantyny sg produktami przemian adenozyny i guanozyny, lecz brak na
to dostatecznych dowodéw.

Dezoksyadenozyna i dezoksyguanozyna zostaty otrzymane z enzyma-
tycznych hydrolizatow KDN. Najlepsze wyniki otrzymano w pracowni
Thannhausera (24, 252, 135, 139, 136). Otrzymano réwniez dezo-
ksyinozyne (27), ktdra jest prawdopodobnie produktem dezaminacji dezo-
ksyadenozyny.

Nukleotydy

Nukleozydy zestryfikowane kwasem fosforowym tworzg nukleotydy.
Pierwszy nukleotyd, nazwany kwasem inozynowym, zostat, wyizolowany
z tkanki miesniowej przed przeszto stu laty przez Liebiga (190).
W czterdziesci lat p6zniej Haiser (111) znajduje w kwasde inozynowym
hipoksantyne, a znacznie p6zniej w pracowni Levene’a stwierdzaja
w zwigzku z tym obecnos$¢ D-Rybozy (161, 167).

Juz w tym czasie, przy badaniu witasciwosci kwasu inozynowego,
stwierdzono, ze kwas fosforowy jest zwigzany bezposrednio z pentoza,
a pentoza — z zasadg purynowg. Zaobserwowano bowiem, ze po przepro-
wadzeniu kwasnej hydrolizy zostaje przerwane wigzanie glikozydowe
i otrzymuje sie zasade i ester fosforowy pentozy, gdy w $rodowisku alka-
licznym nukleotyd zostaje rozszczepiony na kwas fosforowy i nukleozyd
(179).

Hydroliza alkaliczna
Kwas fosforowy — pentoza — zasada
Hydroliza kwasna

Stwierdzenie faktu, ze w nukleotydach kwas fosforowy zwigzany jest
z cukrem oraz znajomo$¢ budowy nukleozydéow pozwala na ustalenie
a priori miejsca wigzania kwasu z nukleozydem. Kwas fosforowy moze
przytaczy¢ sie tylko do tych wegli cukru, ktére posiadaja wolng grupe
hydroksylowa. W nukleozydach rybozowych wolne grupy hydroksylowe
wystepuja przy C2, C3 i C5; w nukleotydach dezoksyrybozowych — przy
C3i C5 (patrz rys. 26 i 27).
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Nukleotydy moga przeto wystepowaé w kilku odmianach izomerycz-
nych i w przyrodzie znaleziono te odmiany. Na pierwsze izomery natra-
fiono przy badaniu kwaséw adenilowych, wyizolowanych z drozdzy
i z miesni. Kwas adenilowy drozdzowy zostat wyizolowany z drozdzy
i otrzymany w postaci krystalicznej roéwnoczes$nie przez Jonesa
i wspotpracownikow (124, 125, 126, 128) oraz przez Thannhausera
i wspotpracownikéw (250, 251). W nastepnych latach w pracowni Emb -
dena oraz w pracowni Parnasa wyizolowano z mie$ni zwiagzek o po-
dobnym skiadzie (79, 80, 216). Okazato sie, ze zwigzki te réznig sie roz-
puszczalno$cig, punktem topnienia, wiasnos$ciami optycznymi. Okazato sie
réwniez, ze kwas adenilowy miesniowy pod wptywem enzymu, wyizolo-
wanego z mieéni przez Schmidta (227), ulega dezaminacji i przecho”
dzi w znany juz kwas inozynowy, gdy kwas adenilowy drozdzowy nie
poddaje sie dziataniu tego enzymu (81).

Przyczyne réznic w zachowaniu sie obu rodzajéow kwasow wyjasnili
pézniej Levene i Harris (180, 184). Stwierdzili oni, ze w kwasie
adenilowym drozdzowym grupa fosforanowa przytagczona jest do C3
(rys. 32), gdyz kwas ten nie ulega utleniajgce-
mu dziataniu nadjodanu. Nadjodanem, jak
wiadomo, utleniane sg tylko zwigzki posiada-
jace ugrupowanie glikolowe (dwie, wolne, sg-
siadujgce grupy hydroksylowe w potozeniu
cis). Grupy te utleniajg sie do grup aldehy-
dowych, a jednocze$nie zostaje przerwane
wigzanie miedzy sasiadujgcymi weglami.
Powstate aldehydy daja barwna reakcje z od-
czynnikiem Schiffa. Kwas adenilowy mie-
Rys. 32. Kwas adenilowy droi- s’niovyy, po podziataniu nadjpdanem, daje od-
dzowy (kwas adenozyno-3'- powiedni dwualdehyd, mozna przeto przy-

fosforowy). jaé, ze w kwasie tym grupa fosforanowa
zwigzana jest z C5 (rys. 33).

Budowe kwasu adenilowego miesniowego potwierdzono synteza che-
miczng (189, 32, 13). Otrzymano réwniez ten zwigzek, fosforylujac ade-
nozyne (217).

Na podstawie wyzej wspomnianych rozwazan mozna byto przewidzieé
istnienie jeszcze jednego izomerycznego rybonukleotydu z grupg fosforowg
przy C2'. Nukleotyd ten zostat otrzymany przez Cartera i Cohna
(1949) (53). Badacze ci rozdzielali chromatograficznie hydrolizat KN droz-
dzowego i otrzymali dwa izomeryczne kwasy adenilowe, nazwane przez
nich ai b. Zdaniem autorow, jeden z tych kwaséw jest kwasem adenozy-
no-2'-fosforowym. Sprawdzono po6zniej (34), ze oba kwasy sg odporne na

nh2

po3h2
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dziatanie nadjodanem, co potwierdza sugestie Cartera i Cohna.
W nastepnym roku otrzymano z hydrolizatu KN drozdzowego réwniez
izomeryczne odmiany a i b kwasoéw: guanilowego, cytydylowego i urydy-
lowego (62, 63). Przy sprawdzaniu budowy tych nukleotydéw stwierdzo-
no np. ze alkaliczna dezamiinacja kwasu cytydylowego b data kwas ury-
dylowy b, co dowodzi, ze grupa fosforylowa w obu zwigzkach zajmuje to
samo miejsce w pierscieniu rybofuranozowym (35).

\ hjg4
CH20 POjH2 \C H 20.P03H2
or 4 G
\l2 3y
c— ¢ Wy
OH OH H H

Rys. 33. Kwas adenilowy mie$niowy (kwas adenozyno-5'-fos-
forowy).

W roku 1952 Brown i Todd (36), fosforylujac 5'-trytyloadeno-
zyne, otrzymali zarbwno izomer a jak i b, lecz nie zdotali ustali¢, ktéra
z tych odmian jest 2'-fosfoadenozyng, a ktéra jest odmiang 3'. Stwierdzili
oni natomiast, ze w kwasie organicznym (80%> kwas octowy) kazdy z tych
zwigzkow przechodzi czesciowo w drugg odmiane izomeryczng; w roztwo-
rze powstaje wtedy mieszanina ztozona z mniej wiecej jednakowej ilosci
obu odmian. Tego rodzaju konwersja jednej odmiany w drugg znana jest
organikom pracujacym ze zwigzkami o podobnej budowie np. z fosfoglice-
rolami i wyttumaczona jest tatwg wedrowka grupy fosforowej na sasiedni
wegiel zawierajagcy wolng grupe wodorotlenowg w potozeniu cis. Nalezy
zaznaczy¢, ze tego rodzaju konwersja nie przebiega w $rodowisku alka-
licznym. Natomiast pochodne tego typu zwigzkéw, np. dwuestry kwasu
fosforowego, ulegajg alkalicznej hydrolizie; odszczepia sie alkohol i po-
wstajg dwie izomeryczne odmiany.

Opierajac sie na pracach Ba.ily*ego i Gauma (17) oraz Baera
i Katesa (14), dla fosfoglicerolu mozna by te przemiany ujaé w naste-
pujacy schemat (rys. 34).

W oparciu 0 omawiane spostrzezenia, Brown i Todd w roku 1952
(36), konstruujg teorie, ttumaczg powstawanie izometrycznych odmian
omawianych nukleotydéw rybozowy”ch. Zdaniem tych autoréw, powsta-
wanie odmian a i b nalezy przypisa¢ temu, ze podczas hydrolizy KRN
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tworzg sie posrednie zwiagzki cykliczne, podobnie jak podczas proceséw
przedstawionych na rys. 34. Budowe takiego cyklicznego potaczenia
przedstawia rys. 35. Tego typu zwigzki, pochodne cykliczne adenozyny,

CI)/ OH O/ OR
u
ch2—o-p”* ch2- o-p CH2- 0 x
i OH i OH | /| PC
CH—OH CH-OH CH-O OR
9 R-OH 9 2 .
ch2- oh ~ ch2- oh ch2-oh t{ellllkrgng
oG fosfoglicerol dwuester
(0] OH
oh2-o- p»\/
H
CH-OH ©
CH2' ° \ CH2-OH
pC /
R OH +CH -0/ OH a " fosfoghcerol
CH2-8A \ CH2-0H 5 on
))/
CH-O- P
I \
1 OH
CH2-OH

~-fosfoglicerol

Rys. 34. Schemat konwersji a-fosfoglicerolu.

guanozyny, cytydyny i urydyny zostaty otrzymane syntetycznie w pra-
cowni Todda (38), awkrotce potem Markham i Smith (200), po
przeprowadzeniu tagodnej hydrolizy KRN drozdzo-

zasada CHAH wego (dziataniem weglanu baru lub amoniaku), jak
tf >¢ réwniez drogg enzymatyczng, otrzymali cykliczne
nukleotydy purynowe i pirymidynowe o wiasciwo-

$ciach identycznych z odpowiednimi cyklicznymi nu-

1 kleotydami syntetycznymi.

*\x?® Poznanie budowy cyklicznych nukleotydow mia-

</\>H to -duzy wptyw na wyttumaczenie réznic w zacho-
waniu sie obu rodzajéw kwasow nukleinowych oraz

Rys. 35. Nukleotyd o o .
cykliczny. na wysuniecie koncepcji ich budowy, co zostanie

szerzej omoéwione w rozdziale o budowie KN.
Wracajgc do budowy nukleotydéw — ostatnie dwa lata pozwolity na
wyjasnienie struktury obu odmian: alb. Po przeprowadzeniu analizy
przy uzyciu promieni rentgenowskich (39, 42), po przebadaniu witasciwos-
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ci tych zwigzkéw réznymi metodami chemicznymi i fizycznymi (skrecal-
nos¢, widma w nadfiolecie i podczerwieni, chromatografia bibutowa i przy
uzyciu wymiennikow jonowych) (194, 99, 205, 133) stwierdzono, ze od-
miana a posiada budowe kwasu rybonukleozydo-2/-fosforowego, a odmia-
na b jest to kwas rybonukleozydo-S~fosforowy. Przeprowadzono rowniez
synteze obu odmian (42).

W tymze czasie Cohn i Volkin (64), po przeprowadzeniu enzy-
matycznej hydrolizy kwasu rybonukleinowego watroby cielecej, znalezli
w hydrolizacie kwasy rybonukleozydo-5'-fosforowe. Hydrolize przepro-
wadzono dodajac kolejno rybonukleaze, a nastepnie fosfataze jelitowa
w obecnos$ci arsenianu, aby zahamowac¢ dziatanie fosfomonoesterazy, od-
szczepiajacej kwas fosforowy od nukleotydéw. Poznano przeto i otrzy-
mano wszystkie teoretycznie przewidziane izomeryczne odmiany nukleo-
tydéw rybozowych i wyjasniono pewne subtelnosci ich budowy.

Kwasy dezoksyrybonukleinowe, jak byto do przewidzenia, nie dajg cy-
klicznych nukleotydéw, ani kwaséw nukleozydo-2'-fasforowych. Hydro-
liza enzymatyczna prowadzi do powstawania kwaséw dezoksynukleozydo-
5'-fosforowych (54). Syntetycznie otrzymano obie odmiany, zaréwno 3'-
jak i 5'-fosforowe (204, 205, 110). Stwierdzono, ze otrzymane zwigzki ma-
ja budowe podobng do odpowiednich dezoksynukleotydéw, otrzymanych
metodg Kleina i Thannhausera (137, 138, 139).

Polinukleotydy

Z kolei nalezy oméwi¢ poglady na temat konstrukcji tancucha polinu-
kleotydowego i co za tym idzie — poglady na temat budowy KN.

Na pierwszych koncepcjach zacigzyta teoria o tetranukleotydowej bu-
dowie KN. Geneza tej teorii byly spostrzezenia, ze KN, zaréwno roslinne
jak izwierzece, zawierajg w swej czasteczce dwie zasady purynowe i dwie
pirymidynowe w stosunkach ekwimolamych. Jednymi z pierwszych byli
Ostborne i Harris (214), ktérzy w roku 1902, po zanalizowaniu tzw.
-kwasu tritikonukleinowego®, stwierdzili wystepowanie w nim tylko
dwach zasad purynowych: adeniny i guaniny i to w stosunku 1:1. Wkrot-
ce potem Steudel (241), a po nim Levene i Mandel (159), hy-
drolizujgc réznymi metodami KN grasicowe i analizujagc otrzymane hy-
drolizaty, uzyskali podobne wyniki.

Trudniej poszto z ustaleniem zawarto$ci zasad pirymidynowych. Nie-
ktérzy z 6wczesnych badaczy KN utrzymywali, ze zasady pirymidynowe
sg produktami degradacji puryn (45). Poglad ten nie utrzymat sie. Stwier-
dzono eksperymentalnie, ze w hydrolizacie KN, zardwno drozdzowym jak
i grasioowym, po usunieciu puryn (przy pomocy kwasu fosforowolframo-
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wego lub soli srebra), w pozostatosci znajduja sie dwie zasady pirymidy-
nowe (160, 215) i to réwniez w ilosciach ekwimolarnych (241, 158, 152).

Pozostaje do rozwazenia, w jaki sposéb omoéwione wyzej zasady lub
nukleotydy wigzg sie w czasteczki KN.

A priori nukleotydy moga wigza¢ sie w trojaki sposdb:

1) przez powigzanie sie reszt kwasow fosforowych,

2) przez powigzanie sie cukréw wigzaniem eterowym,

3) przez utworzenie wigzania estrowego pomiedzy kwasem fosforo-
wym jednego nukleotydu i grupa hydroksylowg cukru drugiego nukle-
otydu.

Wszystkie te koncepcje byty rozwazane i proponowano odpowiednie
schematy.

W roku 1912 Steudel (242) przedstawia projekt budowy czasteczki
KN, w ktdrym nukleotydy powigzane sg rodnikami kwasowymi (rys. 36).

Eksperyment nie potwierdzat takie-
go typu budowy. Tak zbudowany zwig-  HOx

zek zawiera dwie pierwszo- i dwie dru- 0=P-O-cukier—zasada
HO Q
v . \ .
P — cukier — zasada 0 = P—O—cukier—zasada
/ |
O HO
P — cukier — zasada HO
/ \ \
(0] (0] Q =P —0O- cukier—zasada
P — cukier — zasada HO/
(0] (0]
\ / ) , HO I
P cukier zasada O —P—0- cukier —zasada
OH OH HO
Rys. 36. Rys. 37.

gorzedowe grupy kwasu fosforowego. Takich ilosci grup kwasowych nie
stwierdzono eksperymentalnie. Podany wz6r nie ttumaczy réwniez moz-
liwosci powstawania dwufosfonukleozydéw pirydynowych, a takie zwigzki
otrzymywano.

W nastepnych latach Jones i wspoOtpracownicy (124, 125, 126, 127)
zaproponowali schemat tetranukleotydu, w ktérym gtdwny trzon zbudo-
wany jest z eterowo powigzanych cukréw (rys. 37). Krytycy zarzucali
takiej hipotetycznej czasteczce duzg zawarto$¢ drugorzedowych grup
kwasowych, gdy w naturalnych kwasach znajdowano wowczas zaledwie
jedng grupe drugorzedowa na cztery pierwszorzedowe. Poza tym tak zbu-
dowany KN z racjii posiadania eterowych wigzan, powinien by¢ znacznie
trwalszy niiz stwierdzono eksperymentalnie.
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Z innych, dos¢ licznych koncepcji najwiekszym uznaniem cieszyt sie
poglad Levene’a (153, 154, 155), ze w tancuchu tetranukleotydowym
zarbwno KDN jak i KRN, nukleotydy powigzane sg kwasem fosforowym,
podwojnie zestryfikowanym grupami alkoholowymi cukréow. Zasady pu-
rynowe i pirymidynowe w takim tetranukleotydzie przeplatajg sie wza-
jemnie (rys. 38).

HO\
0= P-0-C 5Hz0 2- adenina
HO
O =P-0 -C?HtOj - cytozyna
HO/ C?
O/ =P -0 —C?H70 2 _ guanina
HO
0 /:p O- C5H702 - uracyl
HO
Rys. 38. Schemat tetranukleotydu.

W nastepnych latach Levene i wsjpotpracownicy (172), potencjome-
trycznym miareczkowaniem stwierdzajg, ze KRN drozdzowy na kazde
cztery atomy fosforu posiada cztery grupy fosforanowe dysocjujace jako
pierwszorzedowe i jedng drugorzedowa, co wpiyneto na ugruntowanie
wysunietej teorii.

W tym mniej wiecej czasie udaje sie Levene’owi i Dmochow-
skiemu (178), przez dezaminacje kwasu guanilowego, otrzymac¢ kwas
ksantylowy, a z niego kwas rybozofosforowy. Otrzymanie tego zwigzku
odegrato powazng role w ustaleniu miejsca przytaczenia kwasu fosforo-
wego w nukleotydach otrzymanych z KRN drozdzowego. Ustalono row-
niez, ze w nukleotydach cukry wystepujg w postaci furanowej, a ponie-
waz juz poprzednio udato sie w pracowni Levene’a (155) wyizolowaé
z KDN dwufosfotymidyne i dwufosfodezoksycytydyne, to w oparciu o te
spostrzezenia mozna byto pokusi¢ sie o skonstruowanie bardziej szczeg6-
towego schematu budowy czasteczki KN. Projekt takiego schematu przed-
stawiajg w roku 1935 Levene i Tipson (187, 188) — zaréwno dla
KRN (rys. 39) jak i dla KDN.

W podanym schemacie kwas fosforowy estryfikuje grupe hydro-
ksylowg C3' jednego nukleotydu oraz Co' drugiego. W nukleotydach KDN
przy C2' brak grupy hydroksylowej, totez Levene i Tipson wysu-
neli koncepcje, ze w tych zwigzkach kwas fosforowy wigze C3' jednego
i Cs' drugiego nukleotydu.

Tetranukleotydowa teoria mimo jej wielkiej popularnosci, nie ostata

3 Postepy Biochemii
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sie wobec wynikéw, uzyskanych przy uzyciu bardziej precyzyjnych me-
tod analitycznych. Juz doktadniejsze potencjometryczne miareczkowanie
wykazato wystepowanie znacznych rdznic (97, 273, 106) w zawarto$ci za-
rowno pierwszo- jak i drugorzedowych grup wodorotlenowych kwasu fos-
forowego w poréwnaniu z danymi*, uzyskanymiw pracowni Levene’a.
Podobnie analizy sktadu réznych KN coraz czeSciej dawaty wyniki, ktore

Rys. 39. Schemat tetranukieotydu rybozowego.

przeczyty tetnanukleotydowej koncepcji. Feulgen (86) juz w roku

, 1919 znajduje w KRN trzusitki znacznie wiecej guaniny niz adeniny.
Hammarsten (108), w tzw. /?-nukleoproteidzie wyizolowanym z te-
goz narzadu, znajduje trzy razy wiecej guaniny niz adeniny i na tej pod-
stawie zaktada, ze KRN jest heksanukleotydem. Steudel (243) w tym
samym /?-nukleoproteddzie znajduje, ze stosunek adeniny do guaniny wy-
nosi 1:4; wystepujacy przeto w tym zwigzku kwas nukleinowy miatby
budowe heptanukleotydowsg.

W poézniejszych latach Gul land i wsp6tpracownicy (104), po zana-
lizowaniu KRN drozdzowego, znalezli, ze stosunek azotu purynowego do
pirymidynowego wynosi 1,86, gdy w mysl koncepcji Levene’a, stosunek
ten powinien wynosi¢ 2.

Szczegblnie duzy wptyw na poznanie skiadu i budowy KN oraz na
podwazenie tetranukleotydowej teorii Levene’a wywarto wprowadze-
nie w roku 1947 przez Vischera i Chargaffa (257, 261, 259, 262,
260) nowej metody badan tych zwigzkéw. Byta to metoda chromatogra-
ficzna w potgczeniu ze spektrofotometria. W pracowni Chargaffa
(50, 51), przy uzyciu tych metod, analiza KRN drozdzowego data naste-
pujace stosunki wystepujagcych w tym kwasie zasad:

adenina :guanima :cytozyna :uracyl = 3,2:3,1:3,0:10
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W hydrolizacie KDN grasicy znaleziono:
adenina :guanina :cytozyna :tymina =16 :13:10:15

Podobnie w KRN trzustki $winskiej (52) znaleziono wiekszg zawartos¢
puryn niz pirymidyn (stosunek molowy wynosit 2,3). Wykryto réwniez
w hydrolizatach KRN (200) jak i KDN (236, 238, 239) dwunukleotydy lub
fosfodwunukleozydy zbudowane z tego samego rodzaju zasad np. ukiad:
cytydyna-kwas fosforowy-cytydyna lub tymidyna-kwas fosforowy-tymi-
dyna, a nawet trédjnukleotydy takie jak kwas adeninodwuguanilowy i in-
ne (203).

Te wyniki podwazyty teoirie Levene’a o wzajemnym przeplataniu
sie zasad purynowych i pirymidynowych w tetranukleotydzie. Réwniez
blizsze poznanie witasciwosci fizycznych KN podwazyto koncepcje o te-
tranukleotydowej budowie tych zwigzkéw. Znaczny wplyw na to zagad-
nienie wywarty badania, dotyczace masy czasteczkowej tych zwigzkow.

Masy czasteczkowe KN

W mysl teorii tetranukleotydowej masa takiego agregatu powinna
wynosi¢ okoto 1350.

Juz Miescher w swoich pierwszych pracach nad kwasami nu-
kleinowymi plemnikéw tososia podaje, ze wyizolowane zwigzki nalezy
zaliczy¢ do wielkoczgsteczkowych (209).

POzniejsze prace, prowadzone na przetomie obecnego stulecia przez
Feulgena, Kossela, Levene’a (151) nie mogty da¢ peinego
obrazu wielkos$ci czasteczki, gdyz w wiekszosci wypadkéw wykonywane
bylty na materiale zdepolimeryzowanym, uszkodzonym drastycznymi me-
todami uzywanymi przy izolowaniu. Jednym z pierwszych, ktéry utrzy-
mywat, ze wyizolowat z grasicy kwas nukleinowy w jego stanie natural-
nym, byt Hammarsten (109) i kwas ten, zdaniem autora, byt zwigz-
kiem o olbrzymim ciezarze czasteczkowym. Dopiero wprowadzenie do
analizy bardziej precyzyjnych metod fizyko-chemicznych pozwolito na
czeSciowe rozwigzanie tego zagadnienia. Okazato sie np. ze roztwory KDN
optycznie bierne w spoczynku, odznaczajg sie znacznym podwdéjnym za-
tamaniem podczas przeptywu. Dowodzi to, ze czgsteczki posiadajg bu-
dowe dtugich nitek i udato sie nawet wyliczy¢ stosunki osiowe soli so-
dowej KDN, ktére wynoszg 200 : 1, 400 : 1 (232), a nawet 710 : 1 (104). Dla
KRN znajdowano nizsze stosunki. Mikrofotografia elektronowa KDN
takze wskazuje na witokienkowa budowe kwaséw nukleinowych (234);
taki obraz rowniez dajg badania, uzyskane przy uzyciu promieni rentge-
nowskich (9, 10).

3%
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P6zniejsze badania wykazaty, ze KN sg to zwigzki cechujace sie duza
labilnoScig, wielka wrazliwo$cig na czynniki zewnetrzne (stezenie jonéw
wodorowych, temperatura, wstrzasy, sita jonowa elektrolitbw i inne)
i przy interpretacji wynikéw nalezy liczy¢ sie z tymi czynnikami. Przy-
ktadem prace Sterna i wspOipracownikéw (214) nad wiaSciwosciami
fizyko-chemicznymi soli sodowej kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNS).
Stwierdzili oni, ze sél ta, rozpuszczona w wodzie destylowanej, wykazuje
duzg lepkos¢ i silnie zaznaczone zjawisko podwojnego zatamania prado-

wego. Dodanie niewielkiej
ilosci obojetnej soli znacznie
redukuje te  wilasciwosci.
Zmiany te, tlumaczone sg
przez autoréow tym, ze w roz-
tworze wodnym sita jonowa
rowna sie zeru i czasteczki
DNS sg catkowicie rozcigg-
niete. Po dodaniu elektrolitu,
gdy sity jonowe rosng, tan-
cuch czasteczki ulega pofat-
dowaniu, co wptywa na ob-
nizenie lepkosci. Lepkos¢

Rys. 40. Zalezno$¢ statej sedymentacji od steze- s7~uzy czesto jako miernik

nia soli sodowej KDN i od sity jonowej (K G. stopnia polimeryzacji cz3-

Stern 1952). steczki. Podobnie, przy po-

miarze masy czasteczkowej

stwierdzono znaczny wptyw rozciefczenia i obecnosci elektrolitow na

wielkos¢ statej sedymentacji. Gdy stezenie DNS zmieniano od 0,46% do

0,03%, przy statym stezeniu elektrolitu (0,2 M NaCl) stata sedymenta-
cji (224) zmieniata sie od 4,8 do 12,0 S (jednostek Svedberga).

Stwierdzono rowniez zalezno$¢ statej sedymentacji od sity jonowej
elektrolitu. W przeprowadzonym doswiadczeniu stezenie DNS pozosta-
wato bez zmian (0,57%), gdy stezenie NaCl zmieniato sie od zera do 4,5 M.
Stwierdzono, ze dla stezen NaCl w granicach od 0,001 do 0,1 M stata se-
dymentacji wykazywata wzrost z 5,7 do 10,9 jednostek Svedberga. Dal-
sze podwyzszanie stezenia NaCl pozostawato juz bez wptywu na szybkosé
sedymentacji.

Pomiary dyfuzji DNS wykazujg rowniez zalezno$¢ stopnia dyfuzji od
stezenia. Zalezno$¢ ta jest jednakze znacznie mniejsza niz zalezno$¢ szyb-
kosci sedymentacji od stezenia (58, 249). Totez przy wyliczaniu masy cza-
steczkowej ze wspotczynnika szybkosci dyfuzji, ze stopnia lepkosci, czy
z wielkoSci statej sedymentacji, nalezy bra¢ pod uwage wspomniane
czynniki.
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Mimo tych trudno$ci udato sie oznaczy¢ masy czasteczkowe KRN
i KDN réznego pochodzenia. Masa dla pierwszego rodzaju kwasow miesci
sie w granicach od kilkunastu do kilkudziesieciu tysiecy, a nawet wyzej,
czego dowodem praca Cohena i Stanleya (61), ktérym udato sie
wyizolowaé¢ z wirusa mozaiki tytoniowej KRN o masie czasteczkowej
okoto 300 000. Wielko$¢ masy czasteczkowej uzalezniona jest w znacznej
mierze od warunkéw izolowania, przechowywania (Tablica I) i rozdzie-
lania, gdyz upas¢ musi juz poglad, ze istnieje tylko jeden rodzaj kwasu
rybo- i jeden rodzaj dezoksyrybonukleinowego.

Tablica |
Masy czasteczkowe KRN

Masa

Rodzaj kwasu Pochodzenie Autor
czgsteczkowa
KRN drozdze 17 000 Loring
i? drozdze (prep. handlowe) 10 000 Fischer i wsp.
> réznego pochodzenia
(prep. handlowe) 10 000 — 23 000 Fletcher i wsp.
» Wirus mozaiki tytoniowej 300 000 Cohen i Stanley
po samo-
czynnym roz-
padzie W W W 61000 W
.KRN po podzia-
taniu alkalia-
mi na zimno W W W 15 000 W
KRN W ty W 37 000 Loring

Masy czgsteczkowe KDN sg przewaznie wyzsze i wahajg sie w gra-
nicach od 0,5 do 8 miliondw (228, 235, 104, 105, 249, 221). | dla tych kwa-
séw roézni autorzy otrzymujag rézne wyniki. Taknp. Cecil i Ogsten
(58) ustalili mase czgsteczkowg KDN grasicy cielecej na 820 000, gdy
Reichmann i wspotpracownicy (221) znalezli dla tego samego zwigz-
ku wielko$¢ 7 700 000.

Prowadzona jest dyskusja na temat, czy naturalne KDN posiadaja
rzeczywiscie tak duza czasteczke. Cohen (59) utrzymuje, ze naturalny
KDN, zwigzany z biatkiem, ma znacznie mniejsza mase czasteczkowg
i dopiero po uwolnieniu z nukleoproteidu wigze sie na wieksze agregaty.
Dowodem tego jest zwiekszanie sie lepkosci roztworu po strawieniu biat-
ka nukleoproteidu. Wzrost lepkos$ci ttumaczyé mozna agregacja uwolnio-
nych czgsteczek KDN.
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Wigzania miedzynukleotydowe

Pozostaje do wyjasnienia jak w diugim tahncuchu polinukleotydowym
wigzg sie ze sobg nukleotydy.

W oparciu o znang juz budowe nukleotydéw, dla KRN mozna wypro-
wadzi¢ kilka teoretycznie mozliwych rodzajow wiazan, jak to wida¢ na
rys. 41. Dla jasnoSci obrazu na rysunku tym nukleotydy rybozowe przed-
stawione sg w skréocie jako C2—&3—C5, gdyz tylko przy tych weglach

rybozy sg wolne grupy wodoro-

C-P-G,, c2 Gy tlenowe, mogace bra¢ udziat w

M\ I wigzaniach miedzynukleotydo-

) ] G* wych. Reszta fosforanowa w

C/p-cs 'C{P -g "1\ N tym schemacie zaznaczona jest
’ ’ literg P.

Wigzanie C5—C5, (A) jest ma-

Rys. 41. Schemat teoretycznie mozliwych to prawdopodobne, gdyz wiaza-

potaczen w tancuchu KRN, nie takie jest odporne na dziata-

nie alkaliéw (3, 254). Otrzymano
np. syntetyczny ester adenozy-

no-5'-urydyno-5'-fosforowy
(rys. 42), hydrolizowano nastep-
nie otrzymany zwigzek w 05
normalnym NaOH, w tempera-
turze 37° przez 16 godzin bez
zadnego efektu (78). W tych wa-
runkach KRN ulega catkowite-
mu rozszczepieniu.

Wigzania C2-C 2 (B), C3-C 3
(C), C,”—C3 (D) poddaja sie dzia-

li o1 I niu alkaliow i sg teoretycznie
Rys. 42. Dwuester adenozyno-5'-urydyno-5'- mozliwe jako wigzania miedzy-
fosforowy. (Elmore i Todd 1952). nukleotydowe. Nalezy jednak

pamietaé, ze KRN po podziata-
niu diesterazg wyizolowang z jadu weza (65) lub po podziataniu nukleazg.
a nastepnie fosfataza jelitowg (64), rozpada sie na 5'-fosfonukleozydy.
W wigzaniach miedzynukleotydowych bierze przeto udziat Cér; nalezy
wiec wykluczy¢ fragmenty B, C i D schematu 41. Pozostaje przeto wigza-
nie C>—C5 (E) i C3—C5 (F) jako najbardziej prawdopodobne i do nie-
dawna wiele przemawiato za tym, ze zaréwno pierwszy jak i drugi typ
wigzania wystepuje w KRN. Alkaliczna hydroliza KRN, jak to juz oma-
wiano przy nukleotydach, daje mieszanine 2' i 3/-fosfonukleozydows.
W enzymatycznym hydrolizacie KRN drozdzowego, watroby cielecej,
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grasicowego stwierdzono (263, 65, 66) obecno$¢ takich zwigzkéw jak:
2', 51 3, 5'-dwufosfourydyna (rys. 43) oraz 2', 5' i 3, 5'-dwufosfocytydyna
(rys. 44).

NHo
o=
C-
H—C—OH
h —cl—o -p o3h2
[ [ O
h-c50-po3h2 H-C -0-P 03H2
H H
Rys. 43. 2',5'-Dwu- Rys. 44. 3'5'-Dwu-
fosfourydyna. fosfocytydyna

(Cohni Yolkin 1952).

W kwasnym hydrolizacie KRN drozdzowego (6 normalny HC1, 25°C,
przez 3 minuty) znaleziono np. kwas 5'-adeniililo-cytydylowy a (rys. 45),
kwas 5'-adenililo-cytydylowy b (rys. 46) i wiele innych podobnych ukia-
déw (203).

0=1

c
H-C-OH
P
H- C7--- -Q-POjH2
I
H-C
To
CsHaOH  oh @rH;

Rys. 45. Kwas 5'-adenililocytydylowy a.

Opierajgc sie na tych iinnych znanych juz faktach, Brown i Todd
(37) zaproponowali schemat budowy polirybonukleotydu oraz cykliczne-
go produktu posredniego, ktore ttumaczytyby powstawanie dwu odmian
nukleotydéw: odmiany a i odmiany b (rys. 47).
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o-po3h2

chXh

Rys. 46. Kwas 5'-adenilicytydvlowy b (Merrfield
i Wooley 1952).

C.-OH C-OH C-OH
0] °
! u ‘ \
C,—0-P- C—0-P C—o0-p”
o O o on O OH ON

c—o O C—0 0 ¢—o0 0

| "p*. i
cFor-3>A0 C—o/ ™Mo c—O~™X 0
\ N\
C.
c—o0 0
1 X
CcC— O OH
OH
v
1
C.,-0-POH, C-OH
I I
C,-OH C.-O- POjH2
| !
C,-OH C.-OH

Rys. 47. Schemat alkalicznej hydrolizy KRN (Brown
i Todd 1952).
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W schemacie swoim Brown i Todd przyjeli potaczenie C3—C5,
jako podstawowe wigzanie miedzynukleotydowe KRN, przez analogie do
podobnych wigzan w KDN. W tym ostatnim zwigzku, wobec braku tlenu
przy co', jedynym mozliwym wigzaniem miedzynukleotydowym jest
uktad C3—C5. PdzZniejsze badania wykazaly catkowitg stusznos$¢ takiego
ujecia.

Schemat Browna i Todda tlumaczy podatnos¢ KRN na alka-
liczng hydrolize. Zdaniem tych autoréw, jesli dla wigzan miedzynukleoty-
dowych C3-P —C5, istniejg mozliwosci powstania przejsciowych uktadow
cyklicznych, to w $rodowisku alkalicznym wigzania takie ulegajg przer-
waniu pomiedzy P i C~/, co zaznaczono na rysunku linig przerywang.
Powstajg znane nam juz cykliczne mononukleotydy, ktére nastepnie
przechodzg w postacie izomeryczne a i b. W $rodowisku kwasnym kazda
z izomerycznych odmian tatwo daje miesizanine obu odmian; w $rodo-
wisku alkalicznym powstate izomery sg bardziej trwate.

Nukleotydy KDN nie mogg tworzy¢ odmian cyklicznych i tym nalezy
ttumaczyé odporno$¢ KDN na alkaliczng hydrolize. Wedlug Browna
i Todda, budowe KDN mozna ujag¢ w na-

stepujacy schemat (rys. 48): -C C
Potwierdzeniem takiej budowy byto otrzy- P (';_ cl— p
manie 3', 5'-dwufosfonukleozydéw pirymidy- (';’ é (':

nowych w kwasnych hydrolizatach KDN (73),
oraz 5'-fosfonukleozydow w hydrolizatach en-

zymatycznych (54); 5'-fosfonukleozydy dezo- r p < p- ’(‘;
o c A
1
zasada zasada sasada C
C. 0 P-C ,c XS
u "0 u o i 1 p T
| 0.1 T g
1 Ov .
OH "C, OH *“Cc on® C c C,
Rys. 48. tancuch kwasu dezoksyrybonukle- Rys. 49. Dwa typy hipotetycz-
inowego. ("Brown i Todd 1952). nych tancuchéw KRN (Mark-

ham, Matthews i Smith 1954).

ksyrybozowe otrzymano réwniez w pracowni Todda syntetycznie (204,
205). Stwierdzono identyczno$¢ zwigzkéw syntetycznych z produktami en-
zymatycznej hydrolizy. Syntetycznie otrzymano takze 3'-fosfonukleozydy
dezoksyrybozowe (205).

Przy omawianiu budowy nierozgatezionego tancucha polinukleotydo-
wego nalezy wspomnie¢ o ciekawych spostrzezeniach Markhama
i wspotpracownikéw na temat réznic w zachowaniu KRN réznego pocho-
dzenia i interpretacji tych spostrzezen.
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W tancuchach KRN dominuje wigzanie typu fosfodwuestru, wiagzace
pozycje 3' jednego nukleotydu z pozycjg 5' drugiego. Zdaniem Mark-
hama i wspdtpracownikéow (199a) taficuchy takie moga by¢ zbudowane
w dwojaki sposéb, jak to wida¢ na powyzszych schematach A i B.

Typ A jest jakby zbudowany z 3-fosfonukieozydoéw, gdy w drugim
typie (B) dominuje 5-fosfonukleozyd. Pierwszy typ wystepuje w KRN
drozdzowym i w wirusie choroby mozaikowej z6tej rzepy, gdy drugi typ
przewaza w KRN wirusa mozaiki tytoniowej i kartoflanym wirusie X.
Whnioski te wyciagnieto, analizujagc hydrolizaty omawianych kwaséw.
W drugim typie KRN w alkalicznym hydrolizacie znaleziono oprécz mo-
nonukleotydéw pewng ilo$¢ (jedna reszta na piecdziesigt) dwufosfonukleo-
zydow i takaz ilos¢ nukleozydéw (w KRN wirusa mozaiki tytoniowej ilos¢
nukleozydoéw troszke wieksza). W hydrolizacie KRN drozdzowego i wi-
rusa zotej rzepy tych fragmentow nie stwierdzono. Jes$li przed hydroliza
KRN trawiono oczyszczong fosfomonoesterazg prostaty — w hydroliza-
tach dwufosfonukleozydéw nie stwierdzono.

Dziatanie nukleaz

W tym samym czasie, gdy Brown i Todd snuli swoje koncepcje
na temat budowy tafAcuchéw polinukleotydowych, w pracowni Char-
gaffa i pracowni Markhama otrzymano ciekawe wyniki, badajac
produkty enzymatycznej hydrolizy KRN. Wyniki te pozwolity na czescio-
we odtworzenie struktury tych zwigzkéw. Przede wszystkim stwierdzo-
no, ze hydroliza enzymatyczna, przeprowadzona rybonukleazg trzustko-
wa, daje w rezultacie material niejednorodny. Otrzymano mieszanine
ztozong z mononukleotydéw wytgcznie pirymidynowych, dwu- i tréj-
nukleotydow oraz z niedializujgcej reszty, opornej na dziatanie rybonu-
kleazy trzustkowej (197). W tej reszcie wystepowaly krotkie tancuchy
zbudowane z nukleotydéw purynowych, lecz zakohczone nukleotydem
pirymidynowym (200). Stwierdzono réwniez, ze po krotkim dziataniu kry-
staliczng rybonukleazg trzustkowg na KRN, powstajg, obok diuzszych
fragmentow, cykliczne 2" 3'-fosforany cytydyny i urydyny (199, 200). Po
dtuzszym dziataniu tg samg nukleazg z cyklicznych mononukleotydéw po-
wstajg 3'-fosfonukleozydy pirymidynowe, a pozostate diuzsze tancuchy
rozszczepiajg sie na dwu- i trojnukleotydy, z ktérych kazdy zakornczony
Jjest nukleotydem pirymidynowym w postaci cyklicznej lub w postaci
o~fosfonukleozydu (rys. 50). Na zatgczonym rysunku litera U oznacza
uracyl, litera P — reszte fosforanowag:

Dziatanie rybonukleazy trzustkowej sprawdzono w pracowni Todda
(35, 40) na zwiazkach syntetycznych i potwierdzono poprzednie wnioski,



[29] BUDOWA KWASOW NUKLEINOWYCH 43

ze rybonukleaza dziata podobnie do alkaliow, z ta r6znica, ze rybonukleaza

odszczepia tylko nukleotydy pirymidynowe i

fosforylowanej przy C3.

to wytgcznie w postaci

Tak np. estry benzylowe kwasu urydyno- lub cytydyno-3'-fosforowego,

po podziataniu rybonukleazg trzustkowg ulegaty hydrolizie (via odpo-

wiedni zwigzek 2': 3' cykliczny) na 3'-fosfourydyne lub
3'-fosfocytydyne (rys. 51).

Na rys. 51 dziatanie enzymu zaznaczono linig przerywa-

Rys. 50. Schemat dziatania rybonukle-
azy trzustkowej (Markham i Smith).

0=
cC
H-C.-OH O
H-C30— P—i-O—ch26hs
H-cli
C5H20H
Rys. 51. Dziatanie trawienne

rybonukleazy trzustkowej.

ng. Odpowiednie estry benzylowe nukleozydu 2'-fosforowego w podobnych
warunkach nie ulegaty hydrolitycznemu dziataniu rybonukleazy. Nukleoty-
dy cykliczne sg produktami pos$rednimi w tych procesach hydrolitycznych
i z tych nukleotydow rybonukleaza trzustkowa rozszczepia pierscien tyl-

ko nukleotydéw cyklicznych pirymi-
dynowych, dajagc réwniez tylko nu-
kleotyd w konfiguracji b (3'-fosfonu-
kleotyd). Z tego wynika, ze rybonu-
kleaze trzustkowg mozna uwazac za
specyficzng fosfodwuesteraze, Kktora
rozszczepia tylko drugorzedowe wig-
zanie estrowe 3'-fosfonukleozydu pi-
rymidynowego (201). Rozszczepia ona
réwniez cykliczny nukleotyd, gdyz
i w nim wystepuje tego typu wigzanie
(rys. 52).

Mniej specyficzne dziatanie wyka-
zuje rybonukleaza wyizolowana ze
$ledziony, gdyz odszczepia zaréwno

zasada
pirymidynowa

rybonukleaza
zasada *
0 purynowa lub

pirymidynowa
N;
\ ,/m

-C

Rys. 52. Mechanizm dziatania rybonu-
kleazy trzustkowej (Markham i Smith
1952).
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nukleotydy purynowe jak i pirymidynowe. Produkty dziatania tego enzy-
mu sg to réwniez w znacznej wiekszosci 3'-fosfonukleozydy (116,41).
W pracowni T odda sprawdzono dziatanie tego enzymu na estrach syn-
tetycznych. Stwierdzono, ze enzym ten odszczepia reszte
NH benzylowg od estru benzylowego kwasu adenozyno-3'-
-fosforowego, a nie atakuje podobnego potaczenia z kwa-

sem adenozyno-z~fosforowym (rys. 53).
Na rysunku tym hydrolityczne dziatanie enzymu za-

znaczono linig przerywanag.

Z omowionych danych wynika, ze

H-Ct-OH w rozgatezionym tancuchu polinukle-

° o otydowym KRN nukleotydy puryno-

-p-~ o-ch2ghb . 7. A L . )
. 6H we jak i pirymidynowe wiazg sie mie-
H-C— dzy soba w ten spos6b, ze kwas fosfo-
C-H20H rowy estryfikuje grupe wodorotleno-

Rys. 53. Dziatanie trawienne rybonu- wg Cs' jednego nukleotydu oraz ta-

kleazy $ledzionowej (Brown, Heppel K& samg grupe C5' drugiego nukleo-
i Hilmoe 1954)L. tydu, podobnie jak w KDN (patrz
rys. 48). Znalezione w hydrolizatach

KRN kwasy nukleozydo-2'-fosforowe sg prawdopodobnie artefaktami.

tancuchy rozgatezione

Rozwazano rédwniez mozliwosci wystepowania rozgatezien w tancu-
chu KRN.

Najbardziej prawdopodobnym miejscem przytgczenia tancucha boczne-
go do tancucha gtdéwnego jest C2' zwigzany grupa fosforanowg z C3'
pierwszego nukleotydu rozgatezienia. Tylko takie po#aczenie umozliwia
powstawanie w tancuchu bocznym ugrupowania cyklicznego, a po od-
szczepieniu tancucha bocznego — takze w tancuchu gtownym.

Mozliwos$cig powstawania takich wigzan tlumaczona jest podatnos$é
KRN na alkaliczng hydrolize. Powigzanie C2' tancucha gtébwnego z C%
tafcucha bocznego wykluczatoby mozliwos$¢ takiego wewnatrzczasteczko-
wego przegrupowania i tworzenia uktadu cyklicznego.

Omawiang koncepcje budowy tancucha KRN starali sie udowodnié
Anderson i wspltpracownicy (5) metodg metylowania KRN. Jak wi-
da¢ z rysunku 54 ryboza moze by¢ jedno-, dwu- lub trzykrotnie fosfory-
lowana (na zakoniczeniach tanicucha, w $rodku i w miejscach rozgatezien).
Po zmetylowaniu KRN i ostroznej hydrolizie, w hydrolizacie powinna
wystepowa¢ mieszanina dwumetylorybozy (powstajgca z jednofosforylo-
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wanej rybozy), monometylorybozy (z dwufosforylowanego cukru) i rybo-
zy (z trojfosforylowanego zwigzku). Analiza hydrolizatu stwierdzita wy-
stepowanie wszystkich trzech rodzajow pochodnych rybozy.

Miejscem rozgatezienia moze by¢ réwniez kwas fosforowy i takag su-
gestie wysuneli juz przed kilku laty Fletcher i wspotpracownicy
(97). Za taka sugestig przemawiajg réwniez wyniki potencjometrycznego
miareczkowania pierwszorzedowych grup fosforanowych.

-0-C.-C -C,-OH o-<yc,-cl-oh
0  OH o OH
\ 7/ \ /
P\ P
o' ‘o O o
Cj-OH C-(4 Cf OH

o-cycj-c, 0-c.-c, -C,
0 O 0O O
\
4 6<\~
0 0
\ \
cn() 0O C C,-0 0 C c20 0
| \ ¢ | | y*
p X
cr-0 C.-0 OH C30 c-0 OH Cjr-O* XOH
FoXood o dokr
0-C 0 0 0— o C oX o0—ch

Rys. 54. Schemat rozgalezionego tancucha KRN (Brown i Todd 1952).

W przedstawionym schemacie (rys. 54) na kazdg czasteczke kwasu
fosforowego przypada jedna wolng grupa pierwszorzedowa. Grupa dru-
gorzedowa wystepuje tylko na zakonczeniu tancucha. Wyniki miarecz-
kowan wykazaly obecno$¢ znacznych ilosci grup drugorzedowych
(93, 273), natomiast zawartoS¢ grup pierwszorzedowych — mniejszg niz
wynika z teoretycznych rozwazah. Ten niedobdr pierwszorzedowych grup
fosforanowych wskazuje na mozliwoS$ci rozgatezienia tancucha KRN przez
trzykrotng estryfikaéje kwasu fosforowego (46). Uktad taki jest mato
odporny na dzialanie alkaliow, totez tego typu rozgatezienia sg mato
prawdopodobne w tafncuchu KDN.
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W oparciu o omawiane wyniki Jordan (130) w 1952 r. zapropo-
nowal nastepujacy schemat tanicucha KRN (rys. 55).
W schemacie tym najczeSciej spotykane wigzanie miiedzynukleotydo-
we, w ktorym ryboza jest podwdjnie zestryfikowana, zaznaczono literg A.
Literg B zaznaczono wigzanie miedzynukleotydowe, w ktérym ryboza jest
potrojnie zestryfikowana. Takie wigzanie ttumaczytoby pewien nadmiar
drugorzedowych grup fosforanowych, stwierdzonych potencjometrycz-

X
o
A/ /e
zasada —ryboza - O -rP
0/ OH
c [/ n o

zasada-~, ryboza —Qp, p,

o} 0
X A
X < #° 9 o
0=P zasada — ryboza- O~ P zasada—ryboza- O - P=0
XX \ OH XOH
zasada — ryboza  zasada — ryboza —O - P
X X OH
O
B "OH
zasada —ryboza—O ~P=0
\ X OH
° v

zasada — ryboza- O- P=0

X
Rys. 55. Schemat rozgatezionego tancucha KRN (Jordan 1952).

nym miareczkowaniem przez Fletchera i wspdipracownikéw (97);
Zitle (273) i innych. Grupy drugorzedowe: jak juz wspomniano wyzej,
moga wystepowaé réwniez na zakonczeniach tahcucha. Miejsca rozgate-
zienia tancucha za posrednictwem wolnej grupy wodorotlenowej rybozy
(ryboza potrojnie zestryfikowana) zaznaczono literg C. Punkty zaznaczone
literg D podajg nam miejsca rozgatezienia przez trzykrotng estryfikacje
kwasu fosforowego. Jordan przewiduje rowniez mozliwosci powigza-
nia tancucha przez kwas fosforowy potréjnie zestryfikowany, tak jak po-
dano w punkcie E. Za tego typu wigzaniem przemawiajg prace Becke-
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ra i Allena (12). Stwierdzili oni, ze w KRN drozdzowym na kazde
25 ryboz przynajmniej jedna posiada, dwie wolne grupy hydroksylowe
przy Co' i C:/ (ugrupowania glikolowe). Do wnioskéw tych doszli wy-
mienieni autorzy na podstawie reakcji utleniania KRN, przeprowadza-
nej przy pomocy czterooctanu otowiu. Proces ten prowadzacy, podobnie

jak i utlenianie nadjodanem, do rozszczepiania ugrupowania glikolowego,
jest jednakze znacznie szybszy — koriczy sie juz po uptywie 5 minut (83).

W Kkilku innych pracowniach réwniez stwierdzono, ze w enzymatycz-
nym (rybonukleaza) hydrolizacie KRN drozdzowego wystepuje pewna
ilos¢ zwigzkoéw dajgcych sie miareczkowaé nadjodanem lub czterooctanem
otowiu (2, 55).

Prawdopodobienstwo wystepowania rozgatezionych tafcuchow KRN
zostato zwiekszone przez ostatnie prace Cohna i iVolkina (66).
Hydrolizowali oni KRN (drozdzowy, watroby cielecej, grasicy) dwueste-
razg, otrzymana z jadu wezy i po unieczynnieniu 5'-nukleotydazy otrzy-
mali w hydrolizacie przede wszyst-

kim 5'-fosfonukleozydy (80%) za- Pur WG Ve
rowno purynowe jak i pirymidy- P
nowe. Stwierdzono réwniez, ze w l)—g—C.
otrzymanym hydrolizacie znaczna --
czes¢ cytydyny i urydyny wyste- p\
puje w postaci mieszaniny 2, Pir Pir '_‘g_\__cs.
5'-dwufosfonukleozydow i 3, 5'- p
-dwufosfonukleozydéw. Znaleziono \

tam takze prawie takg samg ilos¢
nukleozydéw purynowych. Auto-
rzy ttumaczg to tym, ze pierwsze \J \C\.

z tych produktéw (dwufosfonukle-

ozydy) powstaja podczas hydrolizy

rozgatezionego tafncucha z miejsc

oznaczonych na rysunku literg A.

Nukleozydy purynowe powstajg na Rys. 56. Schemat rozgatezionego taricucha
zakoniczeniach tych rozgatezied w KRN. (Cohn i Yolkin 1953).
miejscach oznaczonych literg B,

jak to wida¢ z zalgczonego schematu (rys. 56). Linig przerywang zazna-
czono dziatanie dwuesterazy.

Nalezy jednakze doda¢, ze mimo wielu sugestii, do dzi$ dnia brak jest
przekonywajacych, bezspornych dowodow, stwierdzajgcych wystepowa-
nie rozgatezien w tancuchu KRN.

Pir
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Sekwencja nukleotydow

Postepy w badaniach struktur tancucha KN wptynety na wzmozenie
zainteresowan skiadem tych zwigzkéw, a nastepnie kolejnoscig utozenia
poszczegblnych skiadnikéw w diugim tahAcuchu polinukleotydowym. To
ostatnie zagadnienie staje sie coraz bardziej palace, gdyz wyniki analiz
wskazuja, ze tkanki réznych gatunkdw roslin czy zwierzat r6znig sie nie
tylko zawartoscig obu rodzajow kwasow, ale nalezy sie liczy¢ takze z roz-
nicami w skladzie i wiasciwosciach tych zwigzkéw. Tak np. Bendich
i wspotpracownicy (20, 22), po przebadaniu KDN wyizolowanych z jelit,
§ledziony, trzustki, nerek, mozgu, jader i regenerujgcej sie watroby,
stwierdzili w kazdym z tych narzagdéw wystepowanie przynajmniej dwu
rodzajow KDN, réznigcych sie rozpuszczalnoscig w 0,87% NaCl. Dounce
(74), zaktadajac, ze KN stuzg do syntezy tancucha biatkowego, wysuwa
nawet hipoteze, ze w kazdej komdérce wystepuje tyle r6znego rodzaju KN,
ile powstaje tam rodzajow specyficznych biatek. Taka rozmaito$¢ w budo-
wie czasteczek KN jest mozliwa, gdyz, przyjmujac np. mase czasteczki
KN na 100000 i catkowita swobode w rozmieszczaniu czterech nukleoty-
déw w diugim tafAcuchu polinukleotydowym, to teoretycznie mogtoby
powstaé 4X1087 ré6znych KN. Totez w ostatnich latach wiele wysitkow
poswiecono poszukiwaniom metod, pozwalajagcych na ustalenie sekwencji
nukleotydéw w tancuchu KN.

Stara teoria Leven e’a zakladajgca, ze w tancuchach tych zwiaz-
kéw nukleotydy purynowe i pirymidynowe przeplatajg sie wzajemnie,
upadfa, stwierdzono bowiem, ze w wielu KRN stosunek puryn do piry-
midyn daleko odbiega od jednos$ci. Znaleziono réwniez w hydrolizatach
zarowno KRN (200) jak i KDN (236, 238, 239) dwunukleotydy lub fosfo-
dwunukleozydy, zbudowane z tego samego rodzaju zasad. Szczegdlnie
owocne byly prace, wykonane w pracowni Markhama i Smitha
(201). Autorzy ci trawili KRN rybonukleazg, dializowali powstaty hydro-
lizat i analizowali nastepnie zaréwno sktadniki, ktére przeszty przez btone
potprzepuszczalng, jak i fragmenty, ktdre pozostaty w worku celofano-
wym. Te ostatnie uwazano dotychczas za rdzen kwasu nukleinowego, dtu-
gi tancuch zbudowany z nukleotydéw purynowych (197). Okazato sie, ze
sg to tylko krotkie segmenty, zbudowane z dwu do czterech nukleoty-
déw purynowych, a zakonczonych nukleotydem pirymidynowym a lub b.
W dializacie stwierdzono natomiast wystepowanie przede wszystkim
nukleotydéw pirymidynowych oraz minimalnej ilosci cyklicznych mono-
nukleotydéw purynowych. Po przeanalizowaniu omawianych fragmentow,
Markham i Smith wustalili podany nizej schemat KRN (rys. 56a),
w ktorym nukleotydy powigzane sg w dtugi, nierozgateziony taricuch o dosé
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urozmaiconym sktadzie. Sekwencji poszczegnilnych fragmentéw nie udato
sie jednak ustalic¢:

AC:U:C:UC:C:GAGC :U:C:C:AAGU:GU:U:C:C:GC :C:
U AGC : Al
Rys. 56a. Schemat nierozgatezionego tancucha KRN (Markham i Smith 1952).

W podanym fancuchu literami A, G, C, U oznaczono kwasy: adenilo-
wy, guanilowy, cytydylowy i urydylowy. Dwukropkiem oznaczono wig-
zania ulegajagce hydrolityczne-
mu dziataniu rybonukleazy, wy-
krzyknikiem — cykliczny nu-
kieotyd purynowy, znajdujacy
sie na koncu tancucha. Na pyta-
nie, czy tancuch KRN moze by¢
takze zakonczony nukleotydem fosfomono
. . OH esteraza OH
pirydynowym, autorzy nie moga
odpowiedzie¢, gdyz cykliczne
wigzanie w nukleotydach piry-

zasada zasada

midynowych ulega rozszczepie- zasada 0. zasada
niu w czasie trawienia rybonu-
kleazg. Dowolnie takze roz-

OH

mieszczono w tafncuchu poszcze-
golne, znalezione w hydroliza-
tach fragmenty, brak bowiem NaJo4
metody pozwalajacej na ustale-
nie ich kolejnosci. Moze ostat-
nia praca, jaka wyszta w listo-
padzie 1954 r. z pracowni
Markhama (267, 268) pozwo-
li choé w czesci na rozwigzanie zasada pH-10 OH
tego zagadnienia. 18¢ 37

Metoda polega na defosfory-
lacji  koncowego nukleotydu O zasada
przy pomocy fosfomonoestera-
zy. Dzigki usunieciu kwasu fo- zasada
sforowego, na zakonczeniu tan-
cucha powstaje ugrupowanie F\’ys 57. Degradacja oligonukleotydu.
glikolowe, ktore utlenia sie nad- (Whitfeld 1954).
jodanem. Rozszczepiony konco-
wy nukleozyd mozna nastepnie oderwac od tancucha polinukleotydowego
przez podgrzanie roztworu do temp. 37° przez 18 godzin w $rodowisku al-
kalicznym (pH-10). Powstaje fahncuch skrocony o 1 nukleotyd (rys. 57).

zasada

4 Postepy Biochemii
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Przez powtarzanie tego procesu mozna usuwac¢ kolejno nastepne nu-
kleotydy. Metoda ta zostata wyprébowana z dobrym efektem na kilku
dwu- i trojnukleotydach. Czy bedzie jg mozna zastosowa¢ do diuzszych
tancuchéw — przyszto$¢ pokaze. Nalezy zaznaczyé¢, ze tg metodg mozna
oznacza¢ sekwencje nukleotydéw tylko w tancuchu polirybonukleotydo-
wym nierozgatezionym.

W ostatnich dwoch latach przeprowadzono réwniez pewne préby w ce-
lu ustalenia sekwencji nukleotydéw w tancuchu KDN. Pewne $wiatto na
te zagadnienia rzucajg prace Tamma i Chargaffa (248, 245, 246,
247), ktorzy, hydrolizujgc KDN w S$rodowisku kwasnym (pH-1,6, przez
24 godziny w temp. 37°), usuneli z niego wszystkie zasady purynowe bez
naruszenia struktury tancucha i rozmieszczenia zasad pirymidynowych.

Podczas tych procesbw KDN ulega pewnej depolimeryzacji i powstaja
C3-On O c,-0X O
p
C4-°h ¢(j~ 0  C4 OH o OH o
\ AN

-CS Cs5 5

@ (o) (c) (d)
cC— 0 O c— o0 n c-0 0] C
I Np/\ I np/\ Np'A

c|—°‘ No .c~0" X0 OH o
-C ’

c-0 o €0 o0 C-0 4. G—
| Np' p

Cr°H ¢(¢hOH + ((-OH (HOH + OH O

-C- c5o0h C.

Rys. 58. Degradacja tancucha kwasu apurynowego
w $rodowisku alkalicznym. (Tamm i wspdtpr. 1953).

mniejsze agregaty o masie okoto 1500, nazwane przez autoréw ,kwasa-
mi apurynowymi“. £ancuch kwasu apurynowego zbudowany jest z nu-
kleotydow pirymidynowych oraz z dezoksyrybofosforandw. W tych ostat-
nich stwierdzono obecno$¢ wolnych grup aldehydowych (barwna reakcja
z odczynnikiem Schiffa). Okazato sie, ze kwas apurynowy, podobnie jak
KRN, w $rodowisku alkalicznym ulega czes$ciowej degradacji. Zjawisko
to autorzy ttumaczg tym, ze po oderwaniu sie puryn cze$¢ dezoksyryboz
przechodzi z postaci pétacetalowej w posta¢ aldehydowg, dzieki czemu
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przy C4' powstaje wolna grupa hydroksylowa. Takie ugrupowanie jest
podatne na dziatanie alkaliéw, gdyz powstajg mozliwo$ci tworzenia sie
przejsciowych uktaddw' cyklicznych, jak to podano na rys. 58.

Na rysunku tym (a) i (b) przedstawiajg fosfodezoksycukry w postaci
aldehydowej, (c) i (d) — nukleotydy pirymidynowe lub fosfodezoksyry-
boze w postaci p6tacetalowej. Analiza fragmentéw, otrzymanych podczas
hydrolizy kwasu apurynowego wykazata, ze w taricuchu KDN wystepuja
kolejno pewne przestrzenie nukleotydéw pirymidynowych, przeplatane
fragmentami, w ktérych dominujg nukleotydy purynowe. Na podstawie
tych analiz, zdaniem autorow, tanncuch KDN moznaby ujgé w nastepujg-
cy wzor:

(Puri7Ty2Cy2) (TyisCyioPuri2)n (Tamm i wspotpr. 1953)

W podanym wyzej wzorze litery: Pu, Ty i Cy oznaczajag nukleotydy
purynowe, kwas tymidylowy i cytydylowy.

W roku 1954 wprowadzono (129) drugg metode, ktéra moze pozwoli
na choéby czeSciowe ustalenie sekwencji w tancuchu KDN. Metoda opie-
ra sie na spostrzezeniach L ii wspotpracownikéw (191) oraz Tam ma
i wspoOtpracownikow (245). ze KDN, trawiony stabym kwasem mineral-
nym, traci zasady purynowe, a zwigzane z taficuchem KDN dezoksyrybo-
zy przechodzg w posta¢ aldehydowa. Powstaje kwas apurynowy. Po
podziataniu stezonym kwasem tiioglikolowym (98°/0) w obecnos$ci katali-
zatorow (chlorek cynkowy i bezwodny siarczan sodu), na miejsce kazdej
puryny przytaczajg sie dwie grupy karboksymetylomerkaptolowe, jak to
zaznaczono na rys. 59.

Taki tancuch, w mysl omawianej teorii Browna i Todda, powi-
nien ulega¢ hydrolitycznemu dziataniu alkaliéw, gdyz w otwartym tancu-
chu dezoksyrybozy powstaje przy C+ wolna grupa hydroksylowa. Dzigki
temu powstaje mozliwo$¢ utworzenia sie cyklicznego dwuestru fosfora-
nowego, podobnie jak przy alkalicznej hydrolizie KRN. tancuch moze
zosta¢ przerwany w miejscach zaznaczonych linig przerywang (a i b).
I w jednym i w drugim przypadku powstanie mieszanina polinukleoty-
doéw pirymidynowych, z ktérych kazdy zakoriczony jest grupg 2-dezoksy-
-D-rybofosforanowg ze zwigzanymi z nig dwoma grupami karboksymety-
lomerkaptalowymi. Po rozdzieleniu mieszaniny (chromatograficznie, jono-
foretycznie) oznaczanie stosunku P:S pozwala na ustalenie iloSci nukleoty-
dow pirymidynowych w rozdzielonych fragmentach tafcucha. W jednym
z takich fragmentéw znaleziono np. 1,95 moli tyminy, 1 mol cytozyny
i 3,94 atomy fosforu na 2 atomy siarki. Z danych tych wynika, ze anali-
zowany zwigzek byt trojnukleotydem pirymidynowym zakonczonym fos-
fodezoksyrybozg z dwoma grupami karboksymetylomerkaptolowymi. Jest
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to zarazem jeszcze jeden z dowoddéw, ze w tancuchu KDN moze wyste-
powac obok siebie kilka nukleotydow pirymidynowych.
Przy podsumowaniu dotychczasowych osiggnie¢ na temat budowy

kwasow nukleinowych mozna dzi$ przyja¢, ze budowa nukleozyddéw i nu-
kleotydow zostata ustalona, co potwierdzono syntezg. Ustalono réwniez,

/
0= R-OH
(0]

pirymidyna

ch2
-puryna S —CHoCOOH

\ SU CH2COOH S-CHoCOOH

0=P-OH
0

ch?2
/ SK mpirymidyna pirymidyna

O =P - OH O=P-OH

Rys. 59. Oznaczenie kolejnosci nukleotydéw w KDN.
(Jones i Letham 1954).

ze w tancuchach zarowno KRN jak i KDN wigzania miedzynukleotydowe
sq typu dwuestru, w ktérym C3 jednego nukleozydu jest powigzany kwa-
sem fosforowym z C5 drugiego. tancuchy KDN sg nierozgatezione, a roz-
gatezien w KRN dotychczas nie udowodniono. Nalezy przyjaé¢ réwniez
duza rozmaito$¢ w rozmieszczeniu nukleotyddéw purynowych i pirymidy-
nowych. Ustalono budowe mniejszych fragmentéw tafAcucha i stwierdzo-
no, ze moga w nich wystepowac¢ obok siebie nukleotydy o takich samych
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zasadach. Sekwencji diuzszych fragmentow nie udato sie dotychczas
ustalic.

W tym krotkim referacie oméwiono tylko najwazniejsze prace, gdyz
badania na ten temat, szczegdlnie w ostatnich latach, mnoza sie w poste-
pie geometrycznym.

Ostatnie miesigce przyniosty nowe osiggniecia, znaleziono nowe po-
chodne purynowe nieznane dotychczas.

W KDN rdznego pochodzenia stwierdzono wystepowanie czynnika nie-
zbednego do procesu 'podziatu komarki (274). Czynnik ten, nazwany kine-
tyng (275), okazat sie aktywny w bardzo wielkim
rozcienczeniu (0,01 cze$¢ na milion), lecz tylko w obec-
nosci auksyny (kwas indolooctowy). Udato sie wyizo-
lowa¢ kinetyne z KDN spermy $ledzi, z KDN grasicy
cielecej a nastepnie zanalizowaé, a nawet otrzymac
syntetycznie aktywng kinetyne (276). Okazato sie ze
jest to 6-furfuryloaminopuryna, zwigzek o nastepujg-
cej budowie (rys. 60).

Podobnie nowg pochodng adeniny, metylowang
przy grupie aminowej, znaleziono w antybiotyku pu-
romycynie, a nawet otrzymano jg syntetycznie (277—
279). Okazato sie ze puryna ta powigzana jest w puromycynie wigzaniem
glikozydowym z aminorybozg, tworzagc aminonukleozyd: 6-dwumetylo-
amino-9-(3 -amino-3/-dezoksy-/?-D-rybofuranozylo)-puryne (rys. 61).
Aminonukleozyd ten swietnie zwalcza gruczolaki

Rys. 60.

N=(CH32 i Trypanosoma eguiperdum myszy (280).
Nieznane dotychczas pochodne adeniny znaleziono
rowniez w grupie witaminy Bi2. Sg to 2-metylopury-
ny. Jedng z nich znaleziono w tzw. czynniku A
OH
NHo OH
Rys. 61. Rys. 62. Rys. 63.

(factor A) wyizolowanym z tresci przewodu pokarmowego i z katu cielat
(2,81). Czynnik ten tym rdzni sie od witaminy Bi2, ze w swojej czasteczce,
zamiast 5,6-dwumetylobenzimidazolu, zawiera 2-metyloadenine (rys. 62).
Drugg znaleziono w czynniku H, wyizolowanym z nawozu $win (282). Zna-
leziono tam 2-metylohipoksantyne (rys. 63).
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TOM Il 1956 ZESZYT 1

WANDA LEYKO i BRONISEAW FILIPOWICZ

Przestrzenna budowa kwaséw nukleniowych

Kwasy nukleinowe (KN) sg to polimery o dtugim taricuchu i o duzym
ciezarze czasteczkowym. Dos$¢ dobrze poznane zostaly elementy wcho-
dzace w skiad nukleotydéw, monomeréw, z ktérych zbudowany jest tan-
cuch. Ustalono miejsca powigzania tych elementéw: puryn i pirymidyn
z cukrami i kwasem fosforowym, a uzyskane wyniki potwierdzono syn-
tezami. Ustalono réwniez, ze gtéwnym, jezeli nie jedynym, wigzaniem
miedzynukleotydowym jest wiazanie typu dwuestru, w ktorym kwas fos-
forowy wigze grupe hydroksylowg C3, jednego nukleozydu z grupg hy-
droksylowg C5, drugiego nukleozydu. Odtworzono mniejsze fragmenty
tancuchéw réznego rodzaju kwaséw nukleinowych, opracowano metody
izolowania tych zwigzkow w mozliwie niezmienionym skiadzie itp. Na
otrzymanie tych wynikow ztozyta sie osiemdziesiecioletnia praca catej
plejady uczonych. Natomiast przestrzenna budowa kwaséw nukleinowych
jest jeszcze daleka od ostatecznego wyjasnienia, ale i historia wysitkdw
nad rozwigzaniem tego zagadnienia nie jest jeszcze zbyt diuga. Badania
ostatnich lat podaja jednak wiele ciekawych koncepcji struktury tych
zwigzkéw. Przytoczymy w duzym skrocie najwazniejsze prace na ten
temat.

Pierwsze poglady na budowe przestrzenng kwaséw nukleinowych
ogtosit w roku 1938 Astbury (3, 4), a nastepnie przedstawit w roku
1946 na Sympozjum o kwasach nukleinowych w Cambridge (2). Na pod-
stawie rozwazah teoretycznych, uwzgledniajac duza gesto$¢ wiasciwg
kwasow nukleinowych oraz wymiary atomowe, Astbury dochodzi do
whniosku, ze odlegto$ci miedzy kolejnymi nukleotydami muszg by¢ nie-,
zwykle mate. Gesto$¢ dezoksyrybonukleinianu sodu grasicy réwna sie
1,63 g/cm:i, przecietny ciezar czasteczkowy nukleotydu wynosi okoto 330,
a przecietna jego powierzchnia, wyliczona ze znanych wymiaréw atomo-
wych, okoto 13,5 X 8 A. Jesli przyja¢, ze nukleotydy lezg jeden nad dru-
gim w odlegtosci T od siebie, to:

T X (135 X 8) X 1,63 = 1,65 X 330
stad T = 31 A

[fi]
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(1,65 X 10 24g jest jednostkg ciezaru atomowego tj. jedng szesnastg masy
atomu tlenu).

Na podstawie tych wyliczeA Astbury wyraza poglad, ze czasteczki
dezoksyrybonukleinianu sodu i innych polinukleotydéw o podobnie duzej
gestosci, tworza sztywne kolumny Sci$le natozonych na siebie nukleoty-
déw, podobnie do monet utozonych w rulon, jedna na drugiej. Zdjecia
rentgenograficzne, wykonane dla dezoksyrybonukleinianu sodu, potwier-
dzajg zdaniem Astburyego, ten poglad. Zdjecia wykazujg silny
refleks potudnikowy (merydionalny) w odlegtosci 3,4 A. Astbury od-
legto$¢ te przyjmuje za przecietng grubo$¢ nukleotydu. Poniewaz ze zdjec
tych wynika, ze podstawowy, powtarzajacy sie ukiad wzdituz osi widkna
lezy w odlegtosci 27 A, wiec zasadniczy element budowy kwaséw nuklei-
nowych sktadatby sie z 8 nukleotydéw. Na podstawie badan rentgeno-
graficznych nie mozna jednak wysnué¢ wnioskéw co do rodzaju potgczen
i kolejnosci nukleotydow. Astbury dodaje, ze przytoczone przez nie-
go dane nie wykluczajag mozliwosci Srubowej budowy czasteczki. Przy
budowie $srubowej nukleotydy sasiednich czasteczek musiatyby sie Scisle
przeplata¢ w bardzo regularny sposob, co wydaje sie Astbury’emu
mato prawdopodobne.

Zasada—eukier
Kw. fosforowy
Zasada—eukier *
Kw. fosforowy
Zasada—eukier
;‘ Kw. fosforowy

Rys. 1. Schemat budowy polinukleotydu (wg ksigzki
Butlera i Randalla ,,Progress in Biophysics* 1950.
Str. 67).

Dla kwasu rybonukleinowego Astbury otrzymat obrazy dyfrak-
cyjne, charakterystyczne dla zwigzkéw bezpostaciowych. Przypuszcza on
przez analogie, ze i te kwasy zbudowane sg z kolumn nukleotydéw i sg-
dzi, ze nie moze by¢ zasadniczych roznic w budowie obu typow kwaséw
nukleinowych. Schemat budowy polinukleotydu, zgodnie z koncepcja
Astbury’ego, przedstawiony jest na rysunku 1

Astbury silnie podkresla podobienstwo budowy tancucha KN do
biatka, gdyz nukleotydy wzdtuz tancuchéw polinukleotydowych umiesz-
czone sg w tych samych odlegtosciach (3,4 A) co aminokwasy w fancu-
chu /~-proteinowym. W ten sposéb, gdy kwas nukleinowy i biatko sg
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z sobg potaczone, rézne grupy np. fosforanowe nukleotydéw i zasadowe
aminokwaséw mogg ze sobg reagowac bez naruszenia gtéwnego tancucha.

Pewne korekty do schematu Astbury’ego wprowadza Furberg
(20—23). Przy uzyciu promieni rentgenowskich bada on strukture kry-
stalicznej cytydyny (20), a nastepnie badania te rozszerza na urydyne,
adenozyne i guanozyne (22). Furberg potwierdza przede wszystkim
Fkonfiguracje wigzania glikozydowego pomiedzy cukrem a zasadg. Kon-
figuracje taka udowodniono przedtem metodami chemicznymi (9). Po-
twierdza rowniez furanozowg budowe cukrow wystepujacych w tych
zwiazkach, co byto juz przedtem poparte syntezag wykonang w pracowni
Todda (37). Furberg stwierdza réwniez, ze ptaszczyzny pierscieni
pirymidynowego i rybofuranozy w nukleotydzie lub nukleozydzie nachy-
lone sg wzajemnie pod katem okoto 90° jak to podano na rysunku 2

Zdaniem Furberga, w podanym ugrupowaniu pier$cien zasady jest
ptaski, gdy wegle i tlen, wchodzace w skiad pierScienia cukrowego nie
leza w jednej ptaszczyznie.

Wedtug wczesniejszych poglagdow Hendricksa (26) i Astbu-
ry’ego (2), pierScienie zasad i pierScienie cukréw utozone sag w kwasach
nukleinowych réwnolegle.

Na podstawie swoich spostrzezen Furberg dowodzi, ze w tancu-
chu kwasu nukleinowego trzon zwigzku, zbudowany z kwasu fosforowe-
go i cukru, tworzy badz linie Srubowg, opasujagcq zasady umieszczone we-
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whnatrz, badz tez tworzy linie tamana, zygzakowata, z zasadami umie-
szczonymi na zewngtrz. Jeden z takich modeli, zaproponowanych przez
Furberga, podany jest na rysunku 3.

Jak wida¢ z powyzszego modelu, nukleotydy rozmieszczone sg wzdtuz
osi tancucha co 3,4 A, podobnie jak w modelu zaproponowanym przez
Astbury’ego. Sugestie Furberga zostaty pdézniej poparte bada-

niami w podczerwieni, przepro-
wadzonymi  przez Fraser
i Frasera (19).

W tymze czasie ogtasza swojg
prace Ronwin (35 (1951).
Jest to praca, ktéra ma dzi$ ra-
czej znaczenie historyczne, o
ktérej nalezy jednakze wspom-
nie¢ z racji oryginalnej koncep-
cji budowy tancucha KN. Zda-
niem Ronwina, trzon czg-
steczki kwasu  nukleinowego
zbudowany jest ze spolimeryzo-
wanego taricucha bezwodnikéw
kwaséw fosforowych (P20 s)n
(rysunek 4).

. Nukleotydy w modelu Ron-
wina lezg plasko jeden nad
drugim w 4 rzedach, ich osie
przecinajg sie pod katem pro-
stym w $rodku trzona fosforo-
wego. Odlegtosci miedzy nukle-

otydami, obliczone na podstawie proponowanej struktury, sg w zgodzie
z danymi Astbury’ego. Proponowany wz6r pozwala na kazda kolej-
nos$¢ i stosunek nukleotydow. We wzorze tym przypada tylko jedno wig-
zanie estrowina kazdy nukleotyd.

Praca Ronwina spotkata sie z krytycznym przyjeciem; broni jej
jeszcze w roku 1953 (36), lecz bez wiekszego rezultatu.

Natomiast koncepcje o Srubowej budowie KN zyskujg coraz wiecej
zwolennik6éw. Opierajg sie one na teorii wysunietej przez uczonych ra-
dzieckich — Orechowicza i Breslera (29), o Srubowym zwi-
janiu sie tancucha peptydowego kolagenu.

Podobng budowe dla innych biatek proponuje Pauling, ktory za
te koncepcje otrzymat w roku zesztym nagrode Nobla. Pauling
i Corey, w oparciu o dotychczasowe wiadomosci o kwasie dezoksyrybo-
nukleinowym (KDN), sformutowali réwniez teorie o Srubowej budowie
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tych zwigzkéw (30—32). Autorzy ci przyjmuja, ze olbrzymia czasteczka
kwaséw nukleinowych posiada budowe cylindryczng o przekroju w przy-
blizeniu kotowym i $rednicy 15—20 A. Analizujac zdjecia rentgenogra-
ficzne soli sodowej KDN, stwierdzajg wystepowanie szeregu refleksow
réwnikowych, odpowiadajgcych $rednicy czasteczki 18,7 A. Na pod-
stawie analogicznych rozwazan, jakie przeprowadzit A stbury,

A A A"
nukleozyd nukleozyd nukleozyd
B \ B’
0 nuITIeozyd o nulileozyd 0
10H O OH OH OH | OH
o) —0 O -—P- O P—oO
I
0 P—O—P 0 oO—P o]
I/>H \ | O
O—p—o ‘ 0— p—l_!)
1 OH OH (0] |
0 c 0 .- 0
nukleozyd nukleozyd
z c z c D"
a u a u nukleozyd
s k s k o
a i D a i
d e d e
a r a r

Rys. 4. Model Ronwina. Widok z géry tancucha kwasu nukleinowego.

wyliczajg, ze odlegtoSci miedzy nukleotydami wynoszg okoto -1,12 A.
Ro6znica w wynikach wyliczen powstaje dzieki temu, ze Astbury
przyjmowal, iz przekrdj czasteczki posiada wymiary 8 X 135 A, gdy wg
Paulinga czasteczka posiada przekréj kotowy o Srednicy 18,7 A. Zdje-
cia rentgenograficzne, jak wiadomo, wykazujg jednakze silne refleksy
potudnikowe w odlegtosciach 34 A. Wg Paulinga i Coreya, re-
fleksy te odpowiadajg trzykrotnym odlegtosciom pomiedzy nukleotydami
i nalezy przyja¢, ze cylindryczna czasteczka KDN zbudowana jest z trzech
Srubowych, splecionych ze sobg tancuchéw. Rdzen (o) czasteczki zbu-
dowany jest z reszt fosforanowych. Na kazdym poziomie wzdtuz osi cza-
steczki znajduja sie trzy grupy fosforanowe, kazda pochodzgca z innego
tancucha polinukleotydowego, przy czym 6 atomow tlenu (po dwa z kaz-
dego tetraedru fosforanowego) tworzg oktaedr, jak to wida¢ na ryrunku 5.

5 Postepy Biochemii
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Linia Srubowa tworzy sie przez przesuniecie w gdre kolejnego nukleo-
tydu tancucha i przez jego obrot o 105 stopni, dzieki czemu powstaje po-
trojna Sruba o skoku 3,88 A, a co 6sma warstwa powtarza sie taki sam

Rys. 5. Model Paulinga i Co-

uktad przestrzenny. W modelu tym plasz-
czyzny puryn i pirymidyn sg prawie prosto-
padte do osi czasteczki i znajdujg™ sie w ze-
wnetrznej warstwie czasteczki. Pauling
i Corey sadzg, ze potgczenia kwaséw nu-
kleinowych z biatkami powstajg w ten spo-
s6b, z ereszty aminokwasow tworzg wigzania
z zasadami, ja kto przyjmowat Astbury.
wigzania z zasadami, a nie z grupami fosfo-
Zgodnie z tym pogladem, reszty aminokwa-
séw mogtyby znajdowac sie w $rodku réwno-
legtoboku, ktérego wierzchotki zajete sg przez

reya, obrazujgcy utozenie nu-

kleotydéw w taficuchu kwasu CZtery zasady purynowe lub pirymidynowe.
nukleinowego. Nalezatoby tu nadmienié, ze jezeli przyj-

mie sie cylindryczng posta¢ kwasoéw nuklei-

nowych, o przekroju w przyblizeniu kotowym oraz ich $srubowg budowe,
to pozostaje do wyboru jedynie potrojna lub podwdjna Sruba. Pojedyncza
linia Srubowa, wobec duzej gestosci tych zwigzkéw, dawataby zbyt rzad-

kie upakowanie nukleotydéw, wiecej niz potré6jna — zbyt
geste ich utozenie w przestrzeni.

Pauling i Corey przyjeli budowe kwasoéw nuklei-
nowych odpowiadajacg potrdjnej Srubie, opierajac sie na
gestosci wiasciwej suchego dezoksyrybonukleinianu sodu.
Poglady P au linga skrytykowali Watson i Crick
(39—41) i zaproponowali nowy model czgsteczki kwasu de-
zoksyrybonukleinowego, zbudowany z dwdéch taricuchéw
Srubowych (rysunek 6).

Watson i Crick podkreslaja, ze zdjecia rentgeno-
graficzne byty wykonywane dla uwodnionych postaci kwa-
su nukleinowego o prawdopodobnie mniejszej gestosci
wilasciwej, przy ktorej proponowana przez nich struktura
podwaojnej sruby moze dawac wystarczajgco sciste rozmie-

Rys. 6. Model Watsona i Cricka. Dwie wstazki symbolizujg tan-
cuchy fosforanéw-cukréow; poziome prety — pary zasad przytrzy-
mujacych oba tancuchy.

szczenie nukleotydéw. Autorzy ci zaznaczajg, ze kwas dezoksyrybonu-

kleinowy moze istnie¢ w dwdch réznych postaciach:

A — posta¢ krystaliczna, zawierajgca okoto 30% wody, dajaca zdje-
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cia renlgenograficzne, ktére wykazujg powtarzajgcg sie odlegtos¢ wzdtuz
osi wiokna rowng 28 A.

B — posta¢ parakrystaliczna, powstajaca odwracalnie z postaci A
przy dalszym pobieraniu wody, przy czym diugos¢ jej wzrasta o okoto
30°/o w poréwnaniu z postacig krystaliczng. Forma B wykazuje bardzo
silne refleksy potudnikowe w odlegtosciach 3,4 A.

Refleksy réwnikowe sg dla obu form takie same, a wiec mozna przy-
jac¢, ze ich $rednice sg rdwniez jednakowe.

Struktura proponowana przez Watsona i Cricka odnosi sie
przede wszystkim do formy B — parakrystalicznej, przy czym przyjmuja
oni, ze 3,4 A odpowiada odlegtosci miedzy nukleotydami. Z wartosci
gestosci mozna wyliczyé, tak jak to zrobili Pauling i Corey, ze
odlegto$ci miedzy nukleotydami powinny wynosi¢ 1,12 A, jednak pomia-
ry gestosci wykonywano dla suchego kwasu dezoksyrybonukleinowego,
nieznana jest natomiast gestos¢ formy B.

Ostatnio Franklin i Goiisiling (16) zmierzyli gesto$¢ formy
A, wyniki ich pomiaréw wskazujg na obecnos$¢ 24 nukleotydéw na jed-
nostke siatki krystalograficznej. Jezeli uwzgledni sie, ze przy przejsciu
B -> A nastepuje skrocenie widkna o 30°/0, wowczas zamiast odlegtoSci
3,4 A miedzy nukleotydami otrzyma sie 34 X 0,7 ~ 24 A.Mozna wiec
przyjaé, ze struktura A zbudowana jest tak jak i B — z dwéch tahcuchéw
polinukleotydowych, przy czym jednostkowy element budowy kazdego
tancucha zawiera 12 nukleotydéw, a wiec odpowiada odlegtosci 12 X 2,4 =
= 28 A, obserwowanej na zdjeciach rentgenograficznych formy krysta-
licznej.

Watson i Crick uwazajg, ze w obu formach kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego podstawowym uktadem sg dwie linie Srubowe, utworzone
przez owiniete wokot siebie tancuchy polinukleotydow. Kazda z tych
linii Srubowych przypomina nieco model Furberga (20) tj. zasady sa
wewnatrz czasteczki, fosforany — na zewnatrz, a reszty cukrow — mnie]
wiecej prostopadte do ptaszczyzny zasad. Nowym rysem tej struktury jest
sposéb powigzania obu tancuchow przez zasady purynowe i pirydynowe.
Plaszczyzny zasad sg prostopadie do osi widkna, przy czym potaczone sg
one parami: jedna zasada z jednego tancucha #aczy sie wigzaniami wo-
dorowymi z drugg zasadg drugiego fancucha (rys. 7).

Wigzania takie mogg wystepowa¢ w sposéb regularny tylko wtedy,
jezeli taczy sie zawsze puryna z pirymidyng. Gdyby potgczyé puryne
z puryna, a nastepnie pirymidyne z pirymidyna, to wobec réznych wy-
miaréw zasad purynowych i pirymidynowych, odlegtosci miedzy tancu-
chami musiatyby sie zmienia¢, podczas gdy Watson i Crick zakla-
daja, ze sq one state.

5*
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Wigzania wodorowe moga wystepowa¢ miedzy Ni puryny i Nx pi-
rymidyny oraz miedzy podstawnikami C2 puryny i podstawnikami C2 pi-
rymidyny, wobec tego adenina moze sie tgczyé tylko z tyming (rysunek 8),
a guanina z cytozyng (rysunek 9).

Gdyby np. adenina byta w sgsiedztwie cytozyny, wéwczas miedzy azo-
tami grup aminowych znajdowalyby sie dwa wodory, podczas gdy mie-

dzy azotami pierscieni nie wystepowatby zaden
wodor.

Kolejnos¢ zasad w jednym #tancuchu jest do-
wolna, jesli jednak zostanie ustalona w jaki$ spo-
s6b, to w drugim tancuchu kolejnos¢ jest juz auto-
matycznie okre$lona.

Za takim sposobem wigzania sie dwdch tancu-
chow polinukleotydowych w czasteczce KDN prze-
mawiajg dane analityczne otrzymane przez wielu
autorow i zebrane przez Chargaf fa (5 6). Da-
ne te wykazujg, ze stosunki moralne puryn i pi-
rymidyn, a takze stosunki adeniny do tyminy
i guaniny do cytozyny sa bliskie jednosci. Ostatnio
zwrécono uwage, ze w KRN, izolowanych prze-

Rys. 7. Model Watsona i Cricka. Wigzania chemiczne

w rdzeniu — fosforany-cukry przedstawione sg za po-

mocg drutu. (Opuszczono wszystkie atomy tlenu grupy

fosforanowej, nie biorgce udzialu w wigzaniu estrowym).

Czarne ptytki metalowe symbolizuje pary zasad, jasne

ptytki — powierzchnie miedzy zasadami, gdzie moga sie
tworzy¢ wigzania wodorowe.

waznie z materiatlu zwierzecego, spotyka sie podobne, bliskie jedno$ci
stosunki puryn do pirymidyn, adeniny do uracylu i guaniny do cytozyny.
Takie dane analityczne podajg ostatnio Elson i Chargaf f (13),
Crosbie (8, Cohn i Volkin (7). Podobne wyniki otrzymalismy
rowniez w naszej pracowni, analizujac KRN trzustki bydlecej i ludzkiei
(14, 15).

Na tej zasadzie w roku zesztym Rich i Watson (33, 34) wysuneli
przypuszczenie, ze i czasteczka KRN moze byé zbudowana z dwu sple-
cionych tancuchéw polinukleotydowych. Badania rentgenowskie w pew-
nej tylko mierze potwierdzajg te przypuszczenia, gdyz otrzymane przez
wymienionych wyzej autoréw zdjecia nie sg idealne, pozwalaja jednak
na przypuszczenie, ze struktura tancucha KRN jest podobna do KDN.
Autorzy spodziewajg sie jednakze, ze uda im sie wkrdtce otrzymac dobre
rentgenogramy KRN.
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Rys. 8. Potaczenie adeniny z tyming.

Rys. 9. Polgczenie guaniny z cytozyna.

1

69



70 W. LEYKO | BR. FILIPOWICZ [10]

Tabela L

Stosunki adeniny do uracylu, guaniny do cytozyny i puryn do pirymidyn, znalezione
w kwasach rybonukleinowych ré6znego pochodzenia.
Adenina. / CMeaning® _ Puryny »

Zrédto KRN Autor
Uracyl Cytozyna Pirymid.

Krolik - watroba samicy Crosbie i wsp. 8
ciezarnej 0.91 1.04 0.98
Kroélik - watroba ptodu 0.98 0.98 0.98 P 9
Szczur - watroba 0.98 117 1.09 ) N
Szczur - watroba 0.90 1.05 0.98 Elson 13
Szczur - nerka 0.90 1.06 1.00 i Chargaff
Zaba - watroba 0.98 0.81 0.87 B 9
Zaba - nerka 1.02 1.06 105 D 9
Ciele - grasica 1.03 1.06 105 Cohn i Volkin ,,
W0t - trzustka 123 1.06 111 Filipowicz wsp.
Cztowiek - trzustka 1.09 0.93 0.97 14—15

Mozna rowniez wspomnie¢, ze w oparciu o badania promieniami rent-
genowskimi, Watson (38) sugeruje, ze wirus mozaiki tytoniowej po-
siada budowe S$rubowg. Przez analogie do lepiej poznanej budowy czg-
steczki wirusa zotej rzepy i bakteriofaga T2, w ktérych jakoby KN zaj-
muje miejsce centralne, a otoczony jest skorupg biatkowg (25, 29),
W atson dowodzi, ze podobnie i w wirusie mozaiki tytoniowej kwas
nukleinowy tworzy rdzen, wokot ktorego linig Srubowg wijg sie czgstecz-
ki globulamego biatka. W roku biezagcym do podobnych wnioskéw do-
chodzi Franklin (17).

Model Watsona i Cricka potwierdzajg do pewnego stopnia ba-
dania Wilkinsa i wspotpr. (42, 43), a takze Franklin i Gos-
linga (18). Ci ostatni autorzy zaznaczajg jednak, ze mimo iz wiele
danych wskazuje na $rubowg strukture kwasow nukleinowych, to jednak
na podstawie zdje¢ rentgenograficznych nie mozna uwazaé tej struktury
za catkowicie udowodniona.

Nalezatoby tu podkreslic, ze proponowany przez Watsona
1 Cricka schemat budowy kwasu dezoksyrybonukleinowego sugeruje
mechanizm samopowielania (40). Zdaniem tych autoréw, kolejno$¢ zasad
decyduje o wiasno$ciach genetycznych, a model ich stanowi jak gdyby
2 ,matryce”. Przed podziatem komorki wigzanie wodorowe peka i wtedy
oba tancuchy rozkrecaja sie i rozdzielajag. Kazdy z uwolnionych tancu-
chow przytgcza drugi o odpowiedniej kolejno$ci zasad tak, ze w rezulta-
cie, zamiast pierwotnego uktadu, powstajg dwie identyczne pary tancu-
chow. Nalezatoby tu, wedtug tych autoréw, wyobrazi¢ sobie, ze w tym
okresie zycia komorki znajdujg sie w niej znaczne ilosci wolnych nukleo-
tydéw. Nukleotydy te mogg przytgczaé sie poprzez wigzania wodorowe
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do zasad pojedynczego, uprzednio uwolnionego tancucha, a nastepnie
ulegaja polimeryzacji. Dla dokonania polimeryzacji potrzebny bytby albo
specjalny enzym, albo tez jako enzym maégtby dziata¢ powstaty po roz-
dwojeniu pojedynczy tancuch KDN.

W oparciu o koncepcje Watsona i Cricka, Delbrick (11)
(1945) podaje nastepnie dalsze szczeg6ty proponowanego mechanizmu sa-
mopowielania. Delbrick przyjmuje, ze:

1. synteza nowych uzupeiniajgcych tancuchdéw polinukleotydéw po-
stepuje naprz6éd synchronicznie wzdtuz dwdéch pierwotnych tancuchoéw;

2. w miare postepu syntezy fancuchy ulegajg rozerwaniu w punktach
wzrostu w odlegtosciach réwnych potowie skoku linii $rubowej. Dolne
koncowki rozerwanych tancuchow natychmiast taczg sie z wolnymi kon-
cami nowych tancuchéw. Powstate w ten sposéb nowe tancuchy zbudo-
wane sg na zmiane z odcinkdw pochodzacych
z pierwotnych fancuchéw oraz z przytaczonych
nukleotydoéw. Z punktu widzenia chemicznego
te rozerwania odpowiadajg wymianie wigzan
nukleotydowych tj. transnukleotydacjom.

Dalsze badania nad budowa kwasu dezoksy-
rybonukleinowego np. badania Jacobsona
(27), i badania Wilkinsa (44) i wspOtpr.,

Arndta i Rileya (1), Watsona (38)
pozostajag zasadniczo w zgodzie z koncepcja
Watsona i Cricka.

Rys. 10. Krystaliczna siatka wody. Linie proste sym-

bolizujg wigzania wodorowe miedzy atomami tlenu,

przedstawionymi jako punkty przeciecia tych pro-

stych. Struktura S$rubowa odpowiada modelowi Wat-
sona i Cricka.

SzczegO6lnie interesujgca jest praca Jacobsona (27) (1953). Autor
ten uwaza, ze struktura proponowana przez Watsona i Cricka
wykazuje znaczne podobienstwo do struktury krystalicznej siatki wody.
Przy badaniu szczeg6tdéw siatki wody, Jacobson stwierdzit, ze wolna
przestrzen miedzy atomami ma przestrzenny uktad linii $rubowej. JeSli
uzna sie za stuszny model Watsona i Cricka, to czasteczka kwasu
dezoksyrybonukleinowego posiada strukture powierzchni, ktéra doskona-
le pasuje do siatki wody (rysunek 10) i wobec tego, zdaniem Jacob so-
na, porzadkuje jak gdyby znaczng objeto$¢ otaczajgcej wody, doprowa-
dzajac jg do bardziej regularnej, podobnej do lodu, struktury. Koncepcja
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ta pozwala wyjasni¢ znaczny wptyw kwasu dezoksyrybonukleinowego na
wiasciwosci otaczajgcego go Srodowiska wodnego.

Ciekawg hipoteze zwigzku miedzy budowg kwasu dezoksyrybonuklei-
nowego a strukturg biatek wysuwa Gamow (24) (1954). Autor ten,
opierajgc sie na modelu Watsona i Cricka, rozwaza zwigzki mie-
dzy réznymi aminokwasami a ,,otworami”
0 ksztatcie rombowym, utworzonym przez
nukleotydy w tancuchu kwasu dezoksy-
rybonukleinowego. Mozna wyliczy¢ (rysu-
nek 11), ze istnieje 20 typdw takich ,otwo-
row”, zaleznie od otaczajacych je zasad.
Gamow uwaza, ze nasuwa sie tu sko-

1 jarzenie liczby ,otworéw” z 20 réznymi

5S7 Xilg j

g (7t

1A

aminokwasami, zasadniczymi dla zywych
organizmoéw i ze mozna przypusci¢, ze
wolne aminokwasy z otaczajacego $rodo-
wiska zostajg jakby ,tapane” w odpo-
wiednie otwory kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego i taczg sie w odpowiednie tan-
"o cuchy peptydowe. Jezeli poglad ten jest
stuszny, to powinna istnie¢ korelacja mie-
dzy np. stosunkiem adeniny do guaniny
w réznych organizmach a stosunkami ilo-
Sciowymi pewnych aminokwaséw w od-
powiednich biatkach.

Wracajagc do budowy tancucha KDN,
to ostatnio Dekker i Schachman

Y %0 Yo

49 4r 4t

Rys. 11. A — model cza-
steczki KDN z oplatajacymi
go tancuchami polinukleo-
tydowymi. Cyfry 1, 2, 3, 4
symbolizujg cztery rodzaje

(10) (1954) wyrazaja poglad, ze poszcze-
g6lne taricuchy KDN nie posiadajg budo-
wy ciggtej, lecz ze czasteczka zbudowana
jest z szeregu jak gdyby odcinkéw, skia-

zasad. B. —dwadziescia roz-

nych ,otworéw“ rombo-

wych, utworzonych przez
cztery rodzaje zasad.

dajacych sie z 30—50 nukleotydéw. Stwier-
dzono to metodg miareczkowania, przyj-
mujac ciezar czasteczkowy za réwny oko-
to 5 milionom; na jedng czgsteczke wypa-
datoby okoto 300—500 takich odcinkéw. Istnieje jednak pewna ciggtosé
w czasteczce, gdy odcinki te powiazane sg miedzy sobg wigzaniami wodo-
rowymi, tak jak to podano na rysunku 12.

Na zakonczenie nalezy wspomnieé¢ o pracy Dunna i Smitha (12),
ktéra ukazata sie w ,,Nature* w roku biezagcym (1955), a kitéra w pewnej
mierze podwaza teorie wysunietg przez Watsona i Cricka. Wymie-
nieni autorzy stwierdzili, ze szczep Bacterium coli 15 T~, hodowanej na
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pozywce z niedoborem tyminy, syntetyzuje KDN zawierajagcy w swoim
sktadzie 0 20—30% mniej tyminy w poréwnaniu z przecietnym skiadem
KDN. Tymina ta prawie ilosciowo jest zaistgpiona przez nowoodkrytg pu-
ryne — 6-metylo-aminopuryne. Wprowadzenie do czasteczki KDN zasady
purynowej, zamiast pirymidynowej, podwyzsza znacznie stosunek puryn
do pirymidyn, ktéry, w mys$l koncepcji Watsona i Crick a, powi-
nien by¢ bliski jednosci. Podobnie wprowadzenie 6-metyloaminopuryny

taricuch KDN. mazanin
wodorowe X

TIM i

Rys. 12. Schemat wiazan wodorowych w poprzerywa-
nej wstazce zbudowanej z dwdch tancuchéw KDN.

taicuch KDN

zamiast tyminy i powigzanie jej z adening drugiego tancucha, tak jak to
podano na rysunku 8, moze spowodowaé, zdaniem Dunna i Smitha,
znieksztatcenie tancucha KDN. Poniewaz omawiane spostrzezenia sg Swie-
zej daty, wymagajg przeto przejscia przez ogien dyskusji.

Podsumowujac, obecne poglady na temat przestrzennej budowy kwa-
s6w nukleinowych mozna by uja¢ w nastepujace punkty:

a) czasteczki KN majg posta¢ cylindryczng o $rednicy okoto 18 A;

b) Na temat utozenia nukleotydéw w takim cylindrze zdania sg po-
dzielone: Pauling reprezentuje poglad, ze trzon czasteczki zbudowa-
ny jest z reszt fosforanowych, Watson i Crick przyjmuja, ze we-
wnatrz cylindra znajduja sie zasady purynowe i pirymidynowe, a reszty
fosforanowe umieszczone sg po zewnetrznej stronie czasteczki. Ostatni
poglad wydaje sie by¢ bardziej uzasadniony.

c) Wiele przemawia rowniez za modelem S$rubowym czasteczki, zbu-
dowanym z dwu tancuchow polinukleotydowych splatajacych sie wza-
jemnie, tak jak to proponujag Watson i Crick. Wydaje sie mozliwe,
ze przynajmniej niektore rodzaje KRN majg podobng budowe do KDN.

Trzeba zaznaczy¢, ze koncepcje wielu autoré6w opierajg sie przewaznie
na tego samego typu zdjeciach rentgenowskich, a proponowane struktu-
ry przypominajg w pewnym stopniu jakby wyniki rozwigzywania skom-
plikowanych tamigtéwek matematycznych. Totez niewatpliwie wiele z po-
danych schematéw ulegnie jeszcze dalszym modyfikacjom. Niezaleznie
jednak od réznic w szczegbtach budowy KN, wydaje sie, ze w chwili obec-
nej mozna przyjg¢ Srubowg budowe czasteczki za najbardziej zblizong
do rzeczywistej struktury tych zwigzkow.
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H. PANUSZ

Budowa nukleoproteidow

Badania nad budowg kompleks6w nukleoproteidowych zajmujg szcze-
go6lne miejsce w chemii kwasdw nukleinowych. Dotycza one bowiem tych
zwigzkéw chemicznych, ktdre istnieja w warunkach fizjologicznych
i w ktorych strukturze kryje sie — jak dzi$ przypuszczamy — wyjasnie-
nie szeregu podstawowych zjawisk zyciowych. Wypadki, w ktérych spo-
tykamy w tkance kwas nukleinowy przy jednoczesnej bardzo niktej za-
wartosci biatka sg niezwykle rzadkie (bakteriofagi). Zazwyczaj kwas nu-
kleinowy stanowi w protoplazmie drobny utamek biatka, wzrastajgcy
w niektdrych czystych nukleoproteidach do okoto 40% (wirusy).

Jak wynika z innych referatow (37, 30) i kwasy nukleinowe i biatka
sg wielkoczasteczkowymi amfolitami. Kwasy nukleinowe dlatego, ze po-
siadajg wolne kwasne grupy OH w resztach fosforanowych, a rowno-
cze$nie zasadowe grupy aminowe w pierscieniach zasad azotowych, biatka
za$ na skutek obecnosci kwasnych i zasadowych aminokwasow w czg-
steczce.

Zdefiniujmy nukleoproteid jako potaczenie dowolnego kwasu nuklei-
nowego z dowolnym biatkiem przy pomocy dowolnych wigzan. W Swietle
tej definicji staje sie wysoce nieprawdopodobne, by znajdujgce sie obok
siebie w protoplazmie czasteczki takich amfolitéw nie potaczyty sie ze
sobg w jakikolwiek, czesto bardzo nietrwaty, kompleks nukleoproteidowy.

Kwasom nukleinowym przypisuje sie obecnie, stusznie czy nie stu-
sznie dwojaka role: kwasowi rybonukleinowemu — gtdwnego czynnika
w syntezie biatek, kwasowi dezoksyrybonukleinowemu — materialnego
podtoza do przenoszenia cech dziedzicznych.

Strukturalnego wyjasnienia wymienionych funkcji trzeba by przeto
szukaé nie tylko w budowie wolnych kwaséw nukleinowych, lecz w struk-
turze fizjologicznie czynnych nukleoproteidéw.

Za sktadnik kompleksu, spetniajacy naczelng role we wspomnianych
procesach, uwaza sie zazwyczaj kwas nukleinowy. Coraz czesciej jednak
podkresla sie role biatka w zjawiskach dziedzicznosci. | cho¢ nie znamy
dzisiaj fizjologicznego* znaczenia roznych szczegotow strukturalnych cza-

[77]
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steczki wolnego kwasu dezoksyrybonukleinowego, za czynnik biorgcy
udziat w przenoszeniu cech dziedzicznych uwaza sie coraz czesciej kom-
pleks nukleoproteidowy. O ile ten problem z braku danych doSwiadczal-
nych — pozostaje w sferze rozwazah hipotetycznych, o tyle dowoddéw
funkcji fizjologicznych kwasu rybonukleinowego mamy dzisiaj znacznie
wiecej. Wskazujg one na znaczng korelacje zawartosci kwasu rybonuklei-
nowego z procesami syntezy biatka (62). Jednakze, jak podaje Kutsky
(43), dodatek rybonukleoproteidu, izolowanego z mie$nia sercowego kur-
czecia, tylko wtedy powoduje przyspieszenie wzrostu hodowli tkanki te-
goz miesnia, jezeli metody, stuzgce do izolowania stosowanego nukleopro-
teidu sg wystarczajagco delikatne, by nie naruszy¢ delikatnej struktury
izolowanego kompleksu. Ani wysoko spolimeryzowany kwas nukleinowy,
izolowany z tego nukleoproteidu (43), ani ten sam nukleoproteid, izolo-
wany mniej delikatnymi metodami (34), nie wykazujg funkcji fizjolo-
gicznych. Za wspotudziatem sktadnika biatkowego kompleksu rybo-
nukleoproteidowego w procesach syntezy biatka przemawiajg réwniez
wyniki doswiadczen Alfreya, Daty i Mirs ky'ego (4 nad syn-
tezg biatka w trzustce. A wiec i dla pierwszej z wymienionych poprzednio
funkcji kwaséw nukleinowych zaczynajg sie pojawia¢ dowody, wskazu-
jace na wspo6tudziatl czasteczki biatkowej w tym procesie. Wydaje sie, ze
mozna by tu przeprowadzi¢ porownanie funkcji kwaséw nukleinowych
z funkcjami enzymow. Mechanizmem umozliwiajagcym przebieg reakcji
jest czasteczka koenzymu, jednak zdolnosci dziatania i swoisto$ci nabiera
dopiero po potaczeniu sie z biatkowym apoenzymem. Swego rodzaju ,ko-
enzymem'4 jest w naszym przypadku kwas nukleinowy, lecz dopiero
czasteczka nukleoproteidu stanowi fizjologicznie czynny ,holoenzym®.
Gtowna réznica miedzy poréwnywanymi typami zwigzkéw lezy w tym,
ze budowa kwasu nukleinowego jest — w odrdznieniu od innych koenzy-
mow — niezwykle ztozona. Stad — z jednej strony — swoisto$¢ nukleo-
proteidu pochodzi nie tylko od sktadnika biatkowego, lecz — moze
w jeszcze wiekszym stopniu — od sktadnika niebiatkowego. Z drugiej
strony izolowanie ,koenzymu“ w postaci niezmienionej, zdolnej do wy-
tworzenia czynnego ,holoenzymu* jest niezwykle trudne i gtéwna przy-
czyna naszej nieznajomosci funkcji fizjologicznych kwaséw nukleinowych
lezy zapewne w nieodwracalnych zmianach struktury, jakim ulegajg ich
czasteczki w czasie izolowania.

Mimo istniejgcych trudno$ci ostatecznym celem wszystkich badan
nad strukturag nukleoproteidéw jest udowodnienie réznic miedzy czastecz-
kami, ktére by warunkowaty réznorodno$¢ funkcji. Réznice te mogg tkwic
w budowie czasteczek kwasow nukleinowych lub biatek, sktadajacych sie
na kompleks, a moga leze¢ w naturze i labilnosci wigzan, ktérymi kwasy
nukleinowe i biatka sg ztgczone.
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Aby jednak wyniki badan strukturalnych pozwalaly na wyciaganie
wnioskow o wplywie struktury na funkcje fizjologiczne, trzeba mie¢ pe-
wnos$é, ze izolowany nukleoproteid nie ulegt zmianom strukturalnym,
niweczagcym jego wihasnosci. Tego warunku nie spetnia ogromna wiekszos¢
uzyskanych dotychczas preparatow nukleoproteidowych. RoOwniez ana-
liza tak ztozonych struktur przerasta czestokro¢ dzisiejsze mozliwoSci
techniczne. Z tych przyczyn poczgwszy od badan Mieschera az do
roku 1953 wyniki badan dosSwiadczalnych nie pozwalaty na wytworzenie
jakiego$ jasniejszego obrazu czasteczki. Pionierzy tych badan — Mie-
scher, Steudel iin. ograniczali sie przewaznie do oznaczania sto-
sunku kwasu nukleinowego do biatka (71, 72, 47) w preparatach réznego
pochodzenia i do opracowywania coraz lepszych metod izolowania. Sto-
sowane przez nich ekstrakcje tkanki przy pomocy kwaséw i zasad (32)
zostaty w pozniejszych latach zdyskwalifikowane, gdyz powodowaty
trwate zmiany w strukturze czasteczek nukleoproteidow. Rdéwniez pro-
dukty ekstrakcji, prowadzonej w podwyzszonej temperaturze byty nie-
watpliwymi artefaktami. Wieloletnie zmudne badania analityczne izolo-
wanych tymi metodami preparatéw pozwolity jedynie na wytworzenie
ogdlnego schematu ich budowy, prowadzac czestokro¢ do mylnych wnios-
kéw. W latach trzydziestych powazny wkiad w tej dziedzinie wnidst
Przytecki (55, 56, 58), ktérego badania nad naturalnymi i syntetycz-
nymi nukleoproteidami wykazaty, jak bardzo ztozone i trudne zagadnie-
nia stoja tu przed biochemig. W latach czterdziestych szybki rozwéj no-
woczesnych metod badawczych umozliwit doktadniejsze poznanie budo-
wy sktadnikéw nukleoproteidéw. Upadta teoria tetranukleotydowa. Ba-
dania szkoty Gullanda a przede wszystkim nowoczesne metody chro-
matograficzne, zastosowane przez Chargaffa, Wyatta i in. udo-
wodnity, ze kwasy nukleinowe izolowane z réznych gatunkéw, osobni-
kéw, tkanek, majg rozny skiad purynowo-pirymidynowy. Sktad i kolej-
no$¢ nukleotydow w kwasach nukleinowych staly sie gtéwng podstawa
do wyjasniania roznic miedzy nimi. Réwnolegle uzyskano podobne wia-
domosci o budowie sktadnikéw biatkowych.

Poswiecono réwniez wiele uwagi opracowaniu warunkéw w jakich
procesy preparatywne w mozliwie najmniejszym stopniu naruszajg struk-
ture nukleoproteidéw. Obecnie stosuje sie jedynie ekstrakcje tkanki badz
zimng wodg, badz rozcienczonymi roztworami soli, badZz w niektérych
wypadkach (53) rozcieficzonymi roztworami buforowymi. Stosowana do
niedawna szeroko metoda Mirsky’ego i Pollistera (52) polega-
jaca na ekstrakcji nukleoproteidu z tkanki bardziej stezonymi roztwo-
rami soli kuchennej na zimno zostata ostatnio poddana krytyce (31), oka-
zato sie bowiem, ze wyzsze stezenia soli powodujg dysocjacje kompleksow
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nukleaproteidowych i preparaty, otrzymane przez rekonstrukcje wigzan
po rozcienczeniu, réznig sie wiasnosciami od produktéw wyjsciowych.

Powazne trudnosci w preparatyce wyszty na jaw z chwilg wykrycia
w tkankach enzymdw, powodujgcych rozktad badz kwaséw nukleinowych
badZ biatek, wchodzgcych w skiad kompleksu. Wykryto tak rybonukleazy
(65, 9, 50, 73, 63, 64) jak i dezoksyrybonukleazy wewngtrzkomorkowe i to
zarébwno w cytoplazmie (79, 5, 66) jak i w jadrach komdrkowych (15).
Poza tym powszechnie znana jest obecno$é proteolitycznych enzyméw
tkankowych, katepsyn, zaré6wno w cytoplazmie jak i w jadrach komdr-
kowych (49, 51, 40). Dziatania tych enzymoéw tym trudniej unikngé¢ w cza-
sie preparatyki, ze posiadajg one bardzo rézne warunki optymalnej aktyw-
nosci i w rézny spos6b reagujg na dodatek inhibitoréw. Aby unikng¢ dzia-
tania tych enzymoéw prowadzi sie obecnie preparatyke w niskich tempe-
raturach (7, 29, 64). Okazato sie jednak, ze pocigga to za sobg drobne
zmiany strukturalne izolowanych nukleoproteidow (80, 44).

Niejednorodno$é nukleoproteidow

Aby udowodni¢ poczynione na wstepie zalozenia zaleznosci miedzy
budowg i funkcjami nukleoproteidéw, musimy poszukiwa¢ dowodow, ze
preparaty izolowane naszymi grubymi — jak dotad — metodami z tej
samej tkanki nie sg czym$ jednorodnym, lecz stanowig mieszanine
ogromnej ilosci czasteczek, réznigcych sie od siebie czy to sktadem kom-
ponent, czy ich budowga przestrzenng, czy wreszcie drobnymi szczeg6ta-
mi struktury kompleksu.

Wczesniej udato sie udowodni¢, ze sktadnik biatkowy nukleoproteidu,
izolowanego z okre$Slonego materiatu, nie jest tworem jednolitym. Omé-
wione poprzednio (30) prace Khouvine Gregoire, Butlera,
Fautrez-Firlefyna i innych z lat pieédziesigtych udowodnity, ze
izolowane protaminy i histony, a takze niezdefiniowane jeszcze biatka
globularne rybonukleoproteidéw, stanowig zwykle mieszaning 2— 3— 4
frakcji, dajacych sie oddzieli¢ przez elektroforeze, ultrawirowanie Ilub
frakcjonowane stragcanie. W S$wietle tych spostrzezeh szczeg6lnego zna-
czenia nabierajg prace Eulera, Hahna i Skarzynskiego z lat
1943-46 (32, 33, 35, 36), w ktorych stwierdzono, ze czasteczka kwasu nu-
kleinowego w nukleoproteidzie jest zwigzana z kilkoma drobinami biat-
kowymi. Powstaje w ten sposdb dodatkowa mozliwo$¢ rdznic miedzy
czasteczkami nukleoproteidow.

Na znacznie wieksze trudnosci natknieto sie w probach rozfrakcjo-
nowania kwaséw nukleinowych. Usitowania Chargaffa, Vischera,
Wy atta i in. (20, 24, 84) dtugo nie doprowadzaty do zamierzonego roz-
dzielenia kwasu nukleinowego lub nukleoproteidu z okre$lonej tkanki na
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kilka frakcji r6znigcych sie budowag kwaséw nukleinowych. Ani frakcjo-
nowane ultrawirowanie, stosowane przez Wy a1l a (82, 83), ani prdby se-
lektywnej absorbcji na weglu (85) nie przyniosty oczekiwanych rezulta-
tébw. Do roku 1953 ideatem definicji kwasu nukleinowego lub nukleopro-
teidu pod wzgledem chemicznym byto podanie gatunku zwierzecia czy
rosliny, tkanki, z ktorej go izolowano oraz dokladnej metody izolowania.
Tak np., ,,dezoksyrybonukleoproteid izolowany z grasicy cielecej metodg
Mi-rsky‘ego i Poilister a“ byt uwazany za produkt dobrze zde-
finiowany, nadajacy sie do badan poréwnawczych.

W potowie 1953 roku ukazaty sie w ,Nature”, jedna po drugiej dwie
prace, stanowigce, jak sie dzi§ wydaje, przetom w badaniach nukleopro-
teidow: Chargaff z wspdtpracownikami (23), a zaraz po nim Brown
i Watson (16) doniesli o udanym roz- ~
dzieleniu nukleoproteidow dezoksyrybozo
wych z okre$lonego Zrodta na szereg frak
cji. Przygotowaniem do tych prac byto udo-
skonalenie techniki chromatograficznej.
Ostatnie badania Chargaff a Wyatta
i innych (20, 21, 22, 84) pozwolity wykry¢
pewng regularno$¢ we wzajemnych sto-
sunkach zasad purynowych i pirymidyno-
wych i wyr6zni¢ kwasy typu AT — o prze-
wadze adeniny i tyminy oraz kwasy typu
GC — o przewadze guaniny i cytozyny
(22). Stosunek A/G lub T/,C stat sie wiec
nowym miernikiem skiadu chemicznego
kwasow nukleinowych.

W pierwszej z wymienionych prac

Rys. 1 Zalezno$¢ sktadu puryno-
wo-pirymidynowego frakcji kwa-

Chargaff i wspolpr. ekstrahowali wo- 0% nukleinowych od stezenia
. . . . chlorku sodu (w/g (23)).

dq_ na ’Z|mno nuklfaoproteld grasicy ciele-  posw. 1 (T) — kwas nukleinowy
cej, ktory nastepnie denaturowali wedtug izolowany z pierwotnego nukleo-
Sevaga (67) przez energiczne mieszanie proteidu.

z chloroformem i oktanolem. Odwirowany Dosw. 2 (V) — uzyte stgzenia mol
zel nukleoproteidu poddawali tzw. frakcjo- Nack 2_0'52*5 31:_0'60? 4—0.76;
nowanej dysocjacji, dziatajgc nan na zim- Dosw. 3 (VI) — uzyte stezenia

no (w 4°C) roztworami chlorku sodu o
wzrastajagcych stezeniach. Z uzyskanych
ekstraktow izolowali kwasy nukleinowe po

mol. NaCl: 2—0,45; 3—0,50; 4—0,55;
5—0,60; 6—0,75; 7—0,90;

wytrgceniu nukleoproteidow alkoholem i odbiatczeniu mieszaning chlo-
roformu z oktanolem. W kwasie tym, po odpowiednim oczyszczeniu, ozna-
czali zawarto$¢ poszczeg6lnych puryn i pirymidyn. W wyniku takiego po-
stepowania stwierdzili, ze im wyzsze bylto stezenie chlorku sodu, uzytego

6 Postepy Biochemii
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do ekstrakcji zelu nukleoproteidowego, tym bogatszy w adenine i tymine
byt izolowany zehA kwas nukleinowy (rys. Ij).

Jeszcze bardziej przekonywajaca byta praca Browna i Watson a
Na kolumnie krzemionkowej utrwalali oni w nieopublikowany dotych-

Rys. 2. Absorpcja eluatéw otrzymanych przez
ekstrakcje nukleohistonu stopniowo wzrasta-
jacymi stezeniami NaCl (w/g (16)).

czas sposOb czysty preparat histonu. Do tak przygotowanej kolumny
wlewali od gdry roztwdér kwasu dezoksyrybonukleinowego izolowanego
z okre$lonego materiatu i uwazanego dotychczas

za jednorodny. Kwas ten adsorbowat sie iloScio-

wo na histonie. Nastepnie przeptukiwali kolum-

ne roztworami chlorku sodu o stezeniu wzrasta-

jacym w sposob ciagty lub

stopniowy. Wyciekajace u

spodu  kolumny ekstrakty

badali spektrofotometrycznie,

mierzac ich absorpcje w nad-

fiolecie. Otrzymywali charak-

mmoiamos¢ NaCl terystyczne krzywe zalezno-

Rys. 3. Absorpcja eluatdw otrzymanych przez — g&.j absorpcji od stezenia
ekstrakcje nukleohistonu stezeniami NaCl wzra- . .

chlorku sodu w eluacie. Wiel-

stajgcymi w sposdb ciggty (w/g (16)). kos¢ absorpci, bedaca mia

rg zawarto$¢ kwasu nukleinowego w eluacie, zmieniata sie w charaktery-
styczny sposob, zaleznie od rodzaju zmian stezenia chlorku sodu (rys. 2
i rys. 3). Szczego6lnie ciekawych wnioskow dostarczato eluowanie roztwo-
rami NaCl o stezeniach wzrastajgcych w sposéb stopniowy (rys. 2). Uzy-
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skane wyniki podobne byty do wynikéw Chargaffa. Kwasy, eluo-
wane wyzszymi stezeniami chlorku sodu, a wiec zdolne do wytworzenia
bardziej trwatych wigzan z histonem, zawieraty wiecej adeniny i tyminy,
a mniej guaniny i cytozyny. Ta regularno$¢ nasuneta autorom dos$¢ rewe-
lacyjng koncepcje charakteru wigzan kwasu nukleinowego z biatkiem.

Wigzania kwasow nukleinowych z biatkami

Istota wigzania kwasu nukleinowego z biatkiem pozostaje do dzi$
wiasciwie nieznana. Istnieje szereg hipotez, opartych na znajomosci bu-
dowy sktadnikéw i wynikajagcych stad mozliwosciach wigzan (rys. 4).

1) Wigzanie kwasu nukleinowego z biatkiem jest wigzaniem heteropo-
larnym typu soli, gdzie role kwasu spetniajg wolne grupy OH reszt fos-
foranowych kwasu nukleinowego a role zasady — grupy aminowe zasa-
dowych aminokwasow, szcze-

gblnie argininy. \ yo

2) Wigzanie kwasu nuklei- 1 A\ H
nowego z biatkiem ma cha- O ¥ H=N-C-
rakter podobny do poprzed- H
niego, lecz czynnikiem zasa- \
dowym sg grupy aminowe za- 2 ;C-N-H+ 0V o
sad azotowych kwasu nuklei- H 02
nowego a czynnikiem kwas-
nym — grupy karboksylowe
aminokwaséw kwasnych. N-H..._0=C

3) Czynnikiem wigzgcym
s§ wigzania wodorowe mie- 0,  xxn
dzy odpowiednimi atomami Mg
azotu i tlenu zasad azoto- N 0:

wych i aminokwasow.

. .. Rys. 4. Mozliwe rodzaje Rys. 5. Kompleks
4) Czynnikiem wigzgcym Y !

_ o wigzan kwasow nukleino- chelatowy oksy-
sa jony dwuwartosciowych wych z biatkami. chinoliny z mie-
metali, a wigzanie ma cha- dzig.

rakter wigzania chelatowego.
Istote wigzania chelatowego dobrze ttumaczy klasyczny przykiad pota-
czenia oksychinoliny z miedzig (rys. 5). Jon metalu tgczy sie ze zwigzkiem
organicznym dwoma wigzaniami — jednym jonowym, w ktdrym zaste-
puje np. jon wodoru i drugim koordynacyjnym — z inng grupa zwiazku
organicznego.

Najwiecej zwolennikéw zyskata dotychczas pierwsza z wymienionych
teorii. Za jej stusznoscig przemawia dominujagcy kwasny charakter kwa-
séw nukleinowych i silnie zasadowy charakter takich biatek jak prota-

6%
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miny i histony. Propagatorami tej teorii wigzafA sg np, von Euler
i Stern (32, 70). Dodatkowe poparcie uzyskata ona w modelu prze-
strzennym podanym dla kwasu dezoksyrybonukleinowego przez Watso-
na i Cricka (78), w ktdrym reszty fosforanowe zajmujg zewnetrzne
potozenie, dogodne do wytwarzania wigzan. Dalszego poparcia dostar-
czyty wyniki dosSwiadczen Vendrelych =z 1954 roku (76), ktérzy
w wiekszosci przebadanych przypadkow stwierdzili $Scistg korelacje po-
miedzy zawarto$cig kwasu dezoksyrybonukleinowego i argininy w jg-
drach erytrocytdw i spermy ryb. Arginina jest tu tym czynnikiem zasa-
dowym, z ktorym mogtby sie wigza¢ kwas nukleinowy.

Druga teoria, wigzan miedzy zasadami azotowymi a biatkami, miata
od dawna swych zwolennikow. Pewien dowdd doswiadczalny uzyskat
Manoitow w 1948 r. (48). lzolowat on tzw. ,istotny nukleoproteid*
metoda Bietozierskiego. Tym terminem okreslat szczegélnie trwa-
te potaczenie kwasu nukleinowego z biatkiem, przetrzymujace szereg za-
biegow, jakim zostat poddany pierwotnie izolowany nukleoproteid. Ten
trwaty kompleks posiadat maksimum absorpcji w nadfiolecie w 254 mj-i,
podczas gdy maksimum czystego KDN przypada w 263 m[x. Maksimum
w 263 mu pochodzi przede wszystkim od zawartej w kwasie nukleino-
wym adeniny, a przesuniecie w kierunku fal krétszych dowodzi zablo-
kowania grupy aminowej adeniny. Nukleoproteid, poddany hydrolizie tu-
giem,, odzyskiwat maksimum w 263 mu. Poniewaz hydroliza alkaliczna
prowadzita tu do odszczepienia biatka, Manoitow wysungt koncepcje
wigzania grupy aminowej adeniny z, jak przypuszczal, grupg karboksy-
lowg czasteczki biatkowej.

Istnienie wigzan wodorowych miedzy kwasem nukleinowym a bial-
kiem nie zdaje sie budzi¢ watpliwosci (28,8). Przemawia za tym obecnos¢
licznych grup zdolnych do tworzenia tego rodzaju wigzan tak w kwasach
nukleinowych, jak i w biatkach. Wigzania te jednak, jako stabsze — mo-
ga odgrywac raczej drugorzedng role jako czynnik wigzacy.

Kwestia wigzan chelatowych wyptyneta z chwilg stwierdzenia przez
Alberta (23) silnej zdolnosci niektorych puryn do tworzenia kom-
pleks6w chelatowych. Obecnosé w tkankach znacznych ilosci jonéw, uzna-
nych za czynniki chelujace, np. Mg, Ca, Zn, dalej — duzy wplyw tych
jonow na wiasnosci wigzan kwasow nukleinowych z biatkiem (74,75,17),
czyni te hipoteze coraz bardziej popularng, cho¢ brak na nig dotychczas
przekonywajacych dowodow.

Zdaje sie dzisiaj nie ulega¢ watpliwos$ci, ze w nukleoprotaminach
i nukleohistonach gtdwnym typem wigzania jest potaczenie grup fosfo-
ranowych z grupami aminowymi biatek. O typie wigzan, wystepujacym
w nukleoproteidach rybozowych nie wiemy wiasciwie nic. Abstrahujac od
istoty wigzan, nawet na temat ich trwatoSci panujg sprzeczne poglady.
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Bietozierskij w licznych pracach nad kwasami nukleinowymi bak-
terii (10, 11, 12, 13, 14) doszedt do wniosku, ze wigzania w rybonukleoipro-
teidach sg mniej trwate od wigzan w nukleoprateidach dezoksyrybozo-
wych. Chargaff natomiast wspomina o tym, ze typ wigzania w rybo-
nukleoproteidach ma odmienny charakter niz w nukleohistonach i jest
od nich trwalszy (19).

Nie mozna zakonczyé omawiania kwestii wigzan, nie podkreslajac ich
najistotniejszej cechy — wielkiej tabilnosci. Aktualny stan czasteczki
nukleoproteidu w protoplazmie jest uwarunkowany nie tylko strukturg
czasteczek kwasu nukleinowego i biatka. Zalezy on w kolosalnym stopniu
od obecnych w $rodowisku jonéw wodorowych, kationéw i aniondw mi-
neralnych i pozostatych zwiazkéw organicznych. Obecno$é jonéw wodoro-
wych, wysokie stezenie elektrolitow — powodujg dysocjacje komplekséw
nukleoproteinowych, co wykorzystano w preparatyce kwaséw nukleino-
wych. Szczegdlng role — w nawigzaniu do teorii wigzan chelatowych —
moga spetnia¢ dwuwartosciowe kationy — szczeg6lnie Mg. Cavalieri,
badajgc potgczenia kwasu dezoksyrybonukleinowego z zasadowymi barw-
nikami, spetniajagcymi role zasadowych biatek, zaobserwowat w 1951 r.
fakt (18), ze im wiecej w roztworze znajduje sie jondw Mg, tym mniej
czgsteczek barwnika fgczy sie z jedng czasteczkg kwasu nukleinowego.
Ponadto wykazat on na drodze spektrofotometrycznej, ze jony magnezu
wywierajg znaczny wpltyw na wiasnosci zaréwno grup fosforanowych jak
i aminowych w czasteczce kwasu nukleinowego, a takze wykazat mozli-
wos$¢ istnienia wigzan miedzyczgsteczkowych miedzy zasadami azotowymi
i resztami fosforanowymi (17).

Brown i Watson (16) tak ttumaczg zjawisko wzrostu adeniny
i tyminy we frakcjach kwasow nukleinowych, uzyskiwanych w eluatach
ze wzrostem stezenia chlorku sodu. Dane o odlegtosciach wewnatrzcza-
steczkowych w tafcuchu kwasu nukleinowego, uzyskane z badan rentge-
nograficznych (78,81,38), wykazuja, ze w czasteczce kwasu o budowie $ru-
bowej istnieje mozliwo$¢ takiego zblizenia grupy aminowej guaniny
(przy C2) do reszty fosforanowej, iz moze powstaé wigzanie wodorowe

typu
S - T | — H—I\i—
\
OH H
co potwierdza obecno$¢ odpowiadajgcego takiemu wigzaniu pasma ab-
sorpcyjnego w podczerwieni, stwierdzong przez Frasera i Fraser
(39).

Obecnos$¢ takiego wigzania wodorowego wptywataby obnizajagco na
kwasowy charakter wodoru reszty fosforanowej, to za$ z kolei ostabiatoby
site wigzania kwasu nukleinowego z biatkiem (rys. 4a), i tym moznaby
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tlumaczy¢ mniejsze stezenie soli potrzebne do eluowania z nukleohistonu
kwasdw nukleinowych, bogatszych w guanine i cytozyne (23, 16).

Brown i Watson sugerujg ponadto mozliwo$¢ tworzenia w o-
beonos$ci jondw magnezowych mostkéw chelatowych miedzy grupg 2-ami-
nowga guaniny i sasiednig resztg fosforanowa, z jednoczesnym przerwa-
niem wspomnianego wyzej wigzania wodorowego. Potwierdzenie istnie-
nia tego rodzaju wigzan pozwolitoby na strukturalne wyttumaczenie
wplywu sekwencji nukleotydéw, w szczeg6lnosci kwasu guanilowego, na
charakter wigzan kwasu nukleinowego z zasadowymi biatkami w czastecz-
ce nukleoproteidu, a takze na strukturalne wyttlumaczenie wptywu jonow
metali dwuwartosciowych na budowe nukleoproteidéw.

W 1954 r. Chargaffi wspdtpr. opublikowali bardzo szerokie mate-
riaty, potwierdzajgce pierwotne ich doniesienie (26,27). Podobne rezultaty
otrzymywali oni przy frakcjonowaniu nukleoproteidéw z réznych tkanek,
a takze sztucznych nukleoproteidéw, wytworzonych z jednej z izolowa-
nych przez nich frakcji kwasu dezoksyrybonukleinowego i czystego hi-
stonu. Uzyskali oni w ten sposéb jeszcze dalszy rozdziat KDN. Ciekawy
jest jednak fakt, ze jak wynika z pracy Lucy i Butlera z 1954 r.
(46), pierwotny nukleoproteid tkankowy nie jest podatny na frakcjono-
wanie, stosowane przez Chargaffa. Dopiero denaturacja chlorofor-
mem umozliwia dalsze frakcjonowanie chlorkiem sodu. A zatem niezde-
naturowane nukleoproteidy tkankowe zawierajg jakie$ elementy struk-
tury, zacierajgce réznice ich wiasnosci chemicznych, wynikajacych z réz-
nic sktadu. Te elementy zatracajg sie przy denaturacji. Lucy i Butler
stosowali ponadto odmienny sposéb ekstrakcji zelu nukleoproteidowego.
Zamiast stosowanych przez Chargaffa i Browna wzrastajagcych
stezen chlorku sodowego zastosowali oni state stezenie, powtarzajac jedy-
nie wielokrotnie ekstrakcje tego samego nukleoproteidu Swiezymi porcja-
mi chlorku sodowego. Uzyskali oni w kolejnych frakcjach podobne zmia-
ny sktadu kwasoéw nukleinowych jak Chargaff i Brown. Na pod-
stawie wynikOw tych badan uwazajg wiec, ze przy frakcjonowaniu nukleo-
proteidow istotng role odgrywa czas dziatania roztworu chlorku sodowego,
a nie jego stezenie.

Mimo pewnych brakéw omoéwione wyzej prace daty nam po raz pierw-
szy mozno$¢ izolowania z pozornie jednolitego preparatu wielu frakcji nu-
kleoproteidowych, réznigcych sie od siebie sktadem zawartych w nich
kwas6w nukleinowych, przy czym kazda z tych frakcji moze sie jeszcze
sktada¢ z wielu odmian czasteczek, réznigcych sie miedzy sobg drobnymi
szczegOtami budowy. Powstaty nowe mozliwosci dla badan rentgenogra-
ficznych bardziej juz jednorodnych preparatéw. Uzyskano doSwiadczalne
dowody réznorodnosci nukleoproteidéw w tkance, potrzebne, jak wspom-
niano na poczatku — do wyttumaczenia réznorodnosci ich funkcji. Po-
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wstaty tez nowe koncepcje rodzaju i zmiennosci wigzan miedzy kwasem
i biatkiem w nukleoproteidzie.

Jasne jest, ze skiad purynowo-pirymidynowy i stosunek AT/GC ani
sktad ammokwasowy nie sg jedynymi i wystarczajgcymi kryteriami roz-
norodnosci nukleoproteidow. Czasteczki ich moga sie — przy jednakowym
shtacLie chemicznym — rozni¢ sekwencjg ogniw w tafncuchach i konfigu-
racjg przestrzenng zaréwno sktadnikéw, jak i catych komplekséw.

Sekwencja nukleotyddéw i aminokwaséw w ftancuchach stata sie do-
piero w ostatnich 2 — 3 latach przedmiotem wstepnych badan i dysku-
towanie tego zagadnienia jest dzisiaj zdecydowanie przedwczesne. Struk-
tura przestrzenna nukleoproteiddw jest jeszcze nie znana. Rentgenogra-
my sg trudne do interpretacji. Jednym z powoddéw tego jest zapewne nie-
jednorodno$¢ badanego materiatlu. W kilku wypadkach uzyskano dane,
przemawiajgce za Srubowg budowg catej czasteczki nukleoproteidu (77),
a takze czasteczek samego histonu (59,60). Riley i Arndt doniesli
ponadto (61), ze przeprowadzili badania nad rozpraszaniem promieni rent-
genowskich przez nukleoproteidy izolowane ze zrédet naturalnych w po-
rownaniu do rozpraszania przez preparaty, otrzymane przez zmieszanie
w odpowiednim stosunku roztworow kwasu nukleinowego i czystej kom-
ponenty biatkowej. Por6wnanie krzywych rozproszenia zdaje sie wskazy-
wac na to, ze czasteczki biatek i kwasdw nukleinowych w nukleoprotei-
dzie nie ulegajg na skutek potgczenia zadnym istotnym odksztatceniom
i zachowujg zasadniczg Srubowa strukture fancucha nienaruszong. Moz-
liwa jest jedynie lokalna deformacja grup wchodzgcych w potgczenia
miedzytancuchowe. Za S$rubowg budowg nukleoproteidow przemawiajg
rowniez niektdre zdjecia, uzyskane w mikroskopie elektronowym (28).

Wiasnosci fizyczne preparatdw nukleoproteidowych réznig sie znacz-
nie miedzy sobg, zaleznie od pochodzenia i metody izolowania. Wigkszos$¢
izolowanych dezoksyrybonukleoproteiddw ma charakter silnie widknisty.
Uzyskano jednak réwniez preparaty o odmiennym, niewtdknistym cha-
rakterze (45). Rybonukleoproteidy nie posiadajg na ogot wtasnosci wiokni-
stych.

W badaniach struktury wysokospolimeryzowanych nukleoproteidow
i kwasow nukleinowych duze ustugi oddajg pomiary lepkosSci, jeden
z miernikéw stopnia polimeryzacji i ksztattu przestrzennego czasteczek.
Ostatnio, postugujac sie tg metoda, uzyskano ciekawe wnioski na temat
zaleznosci kompleksu nukleoproteidowego od pH i roli sktadnika biatko-
wego w kompleksie (69,42).

Omoéwiona budowa nukleoproteidéw jest niezwykle ztozona. Nie wy-
klucza to jednak faktu, ze z szeregu tkanek izolowano sympleksy liponu-
kleoproteidowe o jeszcze bardziej ztozonej budowie (41,25,54,68,25a). Jest
wysoce prawdopodobne, ze wiele czgsteczek nukleoproteidowych znajdu-
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je sie w tkankach pod postacig takich wta$nie symplekséw jeszcze wyz-
szego rzedu.

Na zakonczenie raz jeszcze nalezy podkreslié, ze w dazeniu do pozna-
nia rzeczywistej struktury fizjologicznie czynnych nukleoproteidow —
nie mozna sie ogranicza¢ do poznania budowy i skiadu sztucznie izolo-
wanych czesci sktadowych, tj. kwaséw nukleinowych i biatek, lecz trze-
ba w petni uwzglednia¢ wpltyw wszystkich czynnikéw towarzyszacych
w srodowisku, ktore na tak labilng strukture, jak struktura nukleoprotei-
déw, musza mie¢ kolosalny wplyw.
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Chemiczne metody analityczne kwasow nukleinowych

Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w todzi
Kierownik: prof. dr B. Filipowicz

Od czasu, kiedy coraz doktadniejsze badania struktury kwaséw nuklei-
nowych (KN) podwazytly tetranukleotydowa koncepcje budowy tych
zwigzkow, nie mozna wtasciwie mowi¢ o KN jako o substancjach che-
micznie specyficznych. W chwili obecnej w dalszym ciggu gromadzone sg
spostrzezenia, ktére pozwolg — w niedalekiej zapewne przysztosci — na
urobienie niedwuznacznego pogladu na stosunki stechiometryczne miedzy
poszczeg6lnymi skiadnikami strukturalnymi KN, i rozstrzygng, czy ma-
my do czynienia z ograniczong liczbg typow tych zwigzkéw, czy z calym
szeregiem najréznorodniejszych potaczenr chemicznych, ktoérych skiad
moze wyczerpywaé wszystkie prawdopodobne kombinacje utozenia nu-
kleotydow w diugich taricuchach KN. Dlatego, mowigc o chemicznych
metodach analitycznych KN nalezatoby uzywaé wyrazenia ,pewne frak-
cje analityczne wystepujagce w $cisSle okreSlonych warunkach i zawiera-
jace blizej niezdefiniowane nukleoproteidy dajgce roztozyé sie na prostsze
potgczenia typowe dla KN, jak nukleotydy, nukleozydy, zasady purynowe
i pirymidynowe, pentozy oraz kwas fosforowy*“. Takie ujecie zagadnie-
nia ma tym bardziej racje bytu, ze dziatanie rozmaitymi odczynnikami
na materiat badany, konieczne dla otrzymania frakcji objetych nazwg
.kwasy nukleinowe*, moze mie¢ wptyw na wyniki pomiaru (53). W dal-
szym ciggu niniejszego referatu przez nazwe ,kwasy nukleinowe (KN)*
rozumieé¢ bedziemy frakcje analityczng okre$long zgodnie z wyzej podang
definicja.

W celu chemicznego oznaczania KN wykorzystuje sie mniej lub wie-
cej specyficzne wiasnosci analityczne podstawowych skiadnikéw tych
zwigzkow, tj. kwasu fosforowego, pentoz, zasad purynowych i pirymidy-
nowych. Czynnos$cig wstepng jest oczywiscie oddzielenie KN od reszty
badanego materiatu. Zazwyczaj po zhomogeniziowaniu tkanka badana zo-
staje traktowana oziebionym do 0° kwasem tréjchlorooctowym w celu

[91]
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usuniecia zwigzkéw fosforowych rozpuszczalnych w kwasach. W przy-
padku dobrze zhomogenizowanej tkanki wystarcza trzykrotne powtdrze-
nie ekstrakcji. Zabieg ten nie powoduje strat kwasu fosforowego zwigza-
nego z podstawowym tancuchem KN, gdyz ulega on bardzo powoli hydro-
lizie w zimnym kwasie trojchlorooctowym (42). Nastepnie usuwane zosta-
ja zwiazki tluszczowcowe. Stosuje sie najrozmaitsze rozpuszczalniki ttusz-
czowe: chloroform, aceton, metanol, eter, etanol. Najwtasciwszym okazato
sie stosowanie mieszaniny etanolu i eteru (3:1) na gorgco. Uzywanie eta-
nolu do ekstrakcji fosforottuszczowcow jest o tyle konieczne, ze dziata on
rozkladajaco na potgczenia tych zwigzkéw z biatkiem, czego np. nie jest
w stanie spowodowaé aceton. Doktadne omodwienie metod ekstrahowania
fosforotluszczowcdw podane zostato przez W. Niemierke w referacie
wygtoszonym na | Sympozjum Biochemicznym (70). Kolejno$¢ odttuszcza-
nia i ekstrahowania zwigzkéw fosforowych rozpuszczalnych w kwasach nie
musi by¢ koniecznie taka jak tu podano. Czasami korzystniej jest najpierw
odwodni¢ tkanke badang acetonem i po wysuszeniu w prézni nad parafing
poddac¢ ja dalszym zabiegom (70, 72, 27, 38). Takie postepowanie jest ce-
lowe zwtaszcza w takich przypadkach, kiedy nie ma pewnosci, czy tkanka
zostata dokitadnie zhomogenizowana oraz wtedy, kiedy badany materiat
nalezy przechowywaé przez czas diuzszy. Po wstepnych czynnosciach
otrzymujemy materiat zawierajagcy nukleoproteid. Wystepujacy w nim
kwas fosforowy moze w zasadzie pochodzi¢ tylko z biatek i KN, za$ pen-
tozy i zasady azotowe wytacznie z tych ostatnich.

Analiza tak otrzymanego nukleoproteidu moze is¢ w dwu kierunkach.
Pierwsza droga to ekstrakcja KN roztworami NaCl, mocznika itp., dajaca
produkt, ktéry po hydrolizie poddany zostaje zabiegom chromatograficz-
nym czy jonoforetycznym. lzolacja czystych KN nie jest na og6t procesem
ilosciowym i powyzszy sposob prowadzi nie tyle do oznaczania zawartosci
KN w badanym materiale, ile do zbadania zawarto$ci poszczegdlnych
sktadnikow tych zwigzkéw. Druga droga to analiza nukleoproteidu jako
takiego, dostarczajgca informacji o zawarto$ci kwasu rybonukleinowego
(KRN) i dezoksyrybonukleinowego (KDN) w badanej probce. Nalezy zwro6-
ci¢ uwage, ze w obydwu sposobach postepowania metody rozfrakcjonowy-
wania obu KN sg identyczne. Najwiasciwszg podstawg pomiaru w bezpo-
$redniej analizie nukleoproteidu okazat sie fosfor, pentozy — raczej gorsza.
W przypadku iloSciowego ujmowania wynikéw chromatografii czy jono-
forezy zasady azotowe stanowiag stosunkowo najpewniejsze zrédto infor-
macji.

Istniejg trzy r6zne metody analityczne oznaczania iloSciowego KN. Sa
to metody Schmidta i Thannhausera (84), Schneidera
(85, 86) oraz Ogura i Rosen (72). Stanowig one zasadniczg podstawe
oznaczania KN, czy to w oparciu o metody czysto chemiczne, czy tez
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w oparciu o metody czysto chemiczne, czy tez w oparciu o metody roz-
dziatu chromatograficznego czy jonoforetycznego.

Metoda Schmidta i Thannhausera ogtoszona zostata w ro-
ku 1945 i w szybkim czasie zyskata sobie niezwyktg popularno$é. Podsta-
wy jej jest juz dawniej zaobserwowana wiasnos¢ rozktadania sie KRN
w rozcienczonych zasadach. W tych samych warunkach KDN nie ulega
hydrolizie. Ta roznica wasnosci obu KN stanowi o zasadniczo iloSciowym
ich rozdziale. Schematycznie ujmujgc, nukleoproteid, otrzymany po za-
biegach wstepnych, poddaje sie kilkunastogodzinnej hydrolizie w 1N KOH
w temperaturze pokojowej lub 37°. Przez zakwaszenie wytrgca sie z hy-
drolizatu nieroztozony KDN i biatko. W roztworze pozostaja nukleotydy
KRN i fosforany odszczepione od fosforoproteiddw. Oznaczajac catkowity
fosfor w hydrolizacie, zawarto$¢ fosforu w osadzie otrzymanym przez za-
kwaszenie hydrolizatu (82), catkowitg zawartos¢ fosforu w roztworze po-
zostatym po odsgczeniu osadu i ilos¢ fosforanéw nieorganicznych (pocho-
dzacych ze zhydrolizowanych fosforoproteidéw!), mozna wyliczy¢ z od-
powiednich réznic zawartos¢ fosforu zwigzanego z KRN i z KDN.

Metoda powyzsza jest prosta i wygodna, jednakze brak pewnosci, czy
zawsze daje stuszne wyniki. Od roku 1950 pojawit sie szereg doniesien
kwestionujagcych jej poprawno$¢. Zarzuty te sprowadzajg sie do stwier-
dzenia, ze rozdzielanie KRN i KDN wydaje sie by¢ nieilosciowe, a ozna-
czany fosfor moze pochodzi¢ nie tylko od KN i biatek. W roku 1953 D r a-
sher (26) zakwestionowata uzycie fosforu jako czynnika okre$lajgcego za-
wartos¢ KN w tkankach, podnoszac trzy zastrzezenia: 1° Frakcje KN mo-
gag wymienia¢ wzajemnie swoj fosfor (93), 2° moze zachodzi¢ niedokitad-
no$¢ wytracania lub ekstrakcji zwigzkéw fosforowych, 3° istnieje niepew-
no$¢ w przyjmowaniu statej zawartosci fosforu w KN. Ten ostatni zarzut
ma zreszta charakter ogdlny i dotyczy trudno$ci obiektywnej. Caty sze-
reg prac innych autoréw, postugujacych sie metodg Schmidta
i Thannhausera, popiera powyzsze zastrzezenia. Davidson
jeszcze w roku 1947 wykazat, ze stosunek fosforu KRN do fosforu KDN
jest wyzszy dla wynikéw uzyskiwanych tg metoda, niz wynikatoby to
z pomiaréw innymi metodami (16,12). Ten sam autor wspoélnie z wielo-
ma wspoétpracownikami w latach 1951—1952 wykazat, postugujac sie fos-
forem radioaktywnym i subtelng technika chromatograficzng, ze zawar-
tos¢ fosforu nienukleinowego oznaczana metodg Schmidta i Thann-
hausera moze byé nizsza, niz w rzeczywistosci by¢ powinna (14,66,15).
Pozostaje to w zwigzku z tym, ze tylko 75% tego fosforu, ktdry Schmidt
i Thannhauser uwazali za fosfor KN, rzeczywiscie nalezy do tej
frakcji. Okoto 85%i tej nadwyzki fosforowej jest zwigzane organicznie,
ale nie zawiera rybozy. Dalej okazato sie, ze 25% fosforu, oznaczanego
w7 omawianej metodzie jako frakcja KRN, sktada sie wprawdzie z orga-
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nicznych potaczen fosforandw, ale nie zawiera zasad azotowych. W nie-
ktédrych przypadkach nawet wiecej niz 80% fosforu frakcji KRN moze
nie pochodzi¢ od KN, jak o wykazali Logan i wspdtpracownicy (54) na
przyktadzie tkanki nerwowej. Stwierdzenie przez Zamenhof a Char-
gaff a iinnych istnienia tzw. polirybofosforanéw wydaje sie potwierdzac
te spostrzezenia (100). Ostatecznie zgodnie zDavidsonem (13) naleza-
toby zakwestionowac doktadnos$¢ oznaczania KRN wg metody Schmidta
i Thannhausera, uwazajagc natomiast, ze wyniki otrzymywane dla
KDN sg zgodne z rzeczywistoscia.

Ostatnio, w roku 1954, Dawidowa (17) potwierdzita dawniejsze
obserwacje Mauritzena i wspbétpracownikéw (65) i zakwestionowata
podstawe metody Schmidta i Thannhausera, tj. zalozenie
Steudela i Peiser o nierczpuszczalnosci KDN w rozcieficzonych
zasadach. Ponadto stwierdzita ona niecatkowite wytrgcanie KDN przez
zakwaszanie hydrolizatu, przypisujgc to czeSciowemu rozktadowi tej sub-
stancji w zbyt silnie kwasnym S$rodowisku, jakie powstaje przy otrzymy-
waniu osadu KDN wg omawianej metody. W ostatnim miesigcu tegoz ro-
ku ukazata sie praca Coopera i Loringa (11), ktérzy badajac KN
wiruséw metodg Schmidta i Thannhausera przekonali sie, ze
niezbedne jest rozpuszczenie ponowne osadu KDN i biatka w KOH zanim
ostatecznie rozdzieli sie frakcja obu KN. Wg cytowanych autorow dwu-
krotne wytracanie frakcji KDN z hydrolizatu jest konieczne ze wzgledu
na absorbowanie przez osad biatka znacznych ilosci rybonukleotydéw. Jak
wida¢, obserwacje i wnioski Dawidowej oraz Coopera i Lo-
ringa nie sg zgodne. W tej chwili trudno jest powiedzie¢, ktéra ze
stron posiada stusznos¢. Dopiero dalsza rewizja metody Schmidta
i Thannhausera bedzie mogta wyjasni¢ przyczyne zaistniatych
sprzecznosci.

Metoda oznaczania KN Schneidera (85 86) podana zostala
rowniez w roku 1945. Opiera sie ona na wystepowaniu dwu roznych
pentoz w KRN i KDN. Otrzymany po wstepnym postepowaniu nukleo-
proteid poddaje sie goracej hydrolizie kwasem trdjchlorooctowym.
W mieszaninie produktow rozktadu KN oznacza sie KDN na podstawie
reakcji dwufenyloaminowej, a KRN na podstawie reakcji orcynowej.
Specyficzno$¢ pierwszej z nich pozwala na oznaczenie dezoksyrybozy
wystepujacej w KDN w spos6b jednoznaczny. Ryboze KRN wylicza sie
z roznic pomiarow wykonywanych obu reakcjami. Osad pozostaty po
hydrolizie zawiera fosforoproteidy. Zawarto$¢ fosforu w tych ostatnich
jest wieksza niz w analogicznej frakcji otrzymywanej wg metody
Schmidta i Thannhausera (26). Metoda Schneidera jest
prosta, ale zasadniczg trudno$¢ stanowig w niej reakcje analityczne we-
glowodanoéw stosunkowo niewygodne i kryjace w sobie mozliwos$ci po-
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petniania btedéw. Omoéwione to zostanie blizej przy opisie reakcji kolo-
rymetrycznych rybozy i dezoksyrybozy. Nalezy podkre$li¢, ze metoda
Schneidera nie nadaje sie do analizy tkanek roslinnych ze wzgledu
na wystepowanie w nich pentozandw i poliuronidéw (72). Steele
i wspétpracownicy (89) opracowali mikromodyfikacje omawianej metody
pozwalajgcg oznaczy¢ 2 ug KDN i 20 ng KRN. Bardzo staranne opraco-
wanie metody Schneidera podali ostatnio Hirtz i Fayet (35).

W roku 1950 Ogur i Rosen (72) opisali metode frakcjonowania
i hydrolizy KN za pomoca kwasu nadchlorowego. KRN w tych warunkach
ulega hydrolizie juz w temperaturze obnizonej, natomiast KDN dopiero
po ogrzaniu. W odpowiednich wyciggach mozna oznacza¢é KRN lub KDN
na podstawie zawartosci fosforu lub pentoz wzglednie stosujgc pomiary
spektrofotometryczne w nadfiolecie. Blizsze zbadanie tej metody wykazato
jednak, ze réwniez i KDN ulega wyraznej hydrolizie w zimnym kwasie
nadchlorowym (71).

Z trzech omoéwionych metod zastuguje na uwage a zarazem na zale-
cenie metoda Schmidta i Thannhausera. Decyduje o tym
przede wszystkim mozno$¢ prostego i wygodnego rozfrakcjonowywania
KRN i KDN. Nalezy jednak zachowywaé ostrozno$¢ w postugiwaniu sie
nig, zwitaszcza w badaniach KN nieznanych jeszcze zupeinie co do skia-
du, pamietajgc o wymienionych poprzednio zastrzezeniach. Zgodnie
z krytycznymi omoéwieniami Dawidowej i Drasher (17, 26) wy-
daje sie, ze powinno sie dgzy¢ do stosowania mozliwie najkrétszego czasu
hydrolizy w stosunkowo niezbyt duzych stezeniach KOH oraz do nie prze-
kraczania pH = 5,5 przy przemywania i wytrgcaniu osadu biatka i KDN.
Wydaje sie nam, ze poréwnywanie zawartosci fosforu KN zmierzonej
na podstawie analizy wg metody Schmidta i Thannhausera
z zawartoscig tegoz fosforu, znalezionego w kwasnym wyciggu otrzyma-
nym wg metody Schneidera, stanowi¢ moze kontrole, zapobiega-
jaca popetnieniu btedu wskutek przyjecia za fosfor KRN jakich$ do-
mieszek pochodzacych z innych potgczen organicznych niz KN. Konhczac
omawianie metod wyosobniania i frakcjonowania KN nalezy jeszcze
wspomnie¢ o obserwacjach Hirtza i Fayeta (35), odnoszacych sie
do zachowywania sie KN w czasie homogenizacji i ekstrakcji kwasem
tréjchlorooctowym zwigzkéw rozpuszczalnych w kwasach. Okazato sie,
ze w wypadku badanej przez nich tkanki nabtonkowej najwtasciwszym
jest homogenizowanie tkanki w oziebionym etanolu, ktéry nie powodu-
jac hydrolizy blokuje dziatanie enzymow i zapobiega degradacji KN.

W zwigzku z omowiong metodyka nasuwa sie konieczno$¢ poruszenia
waznego zagadnienia, jakim jest wybor witasciwego sposobu oznaczania
fosforu i pentoz. | w jednym i w drugim wypadku postugujemy sie tech-
nikag kolorymetryczng, zapewniajagcg mozno$¢ operowania matymi ilos-
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ciami badanej substancji, dajagcg wyniki pewne oraz nie wymagajaca
zbyt precyzyjnych czy trudno dostepnych urzadzen.

Kolorymetryczne oznaczanie fosforu oparte jest na dawno poczy-
nionych obserwacjach, pochodzgcych jeszcze z konca ubiegtego wieku
(73, 77). Dotyczg one redukcji kwasu fosforomolibdenowego na biekit
molibdenowy, bedacy mieszaning tlenkow molibdenu o rdznorodnym
sktadzie. Pierwsze proby ilosciowego wykorzystania reakcji powstawania
btekitu molibdenowego do oznaczania ziwigzkéw fosforowych pochodzg
od Bella i Doisy‘ego (2 oraz Briggsa (6), ktorzy stosowali
hydrochinon jako czynnik redukujacy. Dalsze modyfikacje tej metody
szty w kierunku znalezienia odpowiednio czutych reduktoréow, opraco-
wania warunkéw zapewniajacych trwatos¢ uzyskiwanej barwy oraz uspe-
cyficznienia reakcji, ktéra w identyczny sposéb przebiega z arsenem
i krzemem. Zwilaszcza ten ostatni moze by¢ niebezpieczny dla pomia-
réw ze wzgledu na obecno$¢ statych lub przypadkowych (szkto naczyn
laboratoryjnych) domieszek krzemowych w badanym materiale.

Duzym krokiem naprzod byta modyfikacja Fiske’go i Sub-
barowa (28) z roku 1925, znana powszechnie i znajdujaca szerokie za-
stosowanie do dnia dzisiejszego. Zastosowany tu zostat jako reduktor
kwas l-amino-2-naftolo-4-sulfonowy wzglednie jego izomer podstawiony
w pozycjach 1, 2, 6. Do oznaczen KN wprowadzili t¢ metode Schmidt
i Thannhauser. Wadg jej jest przede wszystkim nietrwatosé roz-
tworéw kwasu l-amino-2-naftolo-4-sulfonowego, ktéry mimo przecho-
wywania w ciemnym szkle i w niskiej temperaturze obniza juz po 14
dniach swojg zdolno$¢ redukcyjng o 10—15%<x Obok tego czesto bez
wyraznej przyczyny powstaja w badanym roztworze barwnym osady
i zmetnienia uniemozliwiajgce pomiar kolorymetryczny bez uprzedniego
saczenia. Mozna temu zapobiec wg Dornera i Knighta (25) uzy-
wajagc mniejszych ilosci kwasu aminonaftolosulfonowego. Wszystkie
pézniejsze metody kolorymetrycznego oznaczania fosforu uzywane w pra-
cach nad KN sg w wiekszosci przypadkéw wiasciwie odmianami metody
Fiske’go i Subbarowa, wprowadzajagcymi mniej lub wiecej
istotne poprawki. | tak uzycie chlorku cynawego (52, 31) jako reduktora
zapewnia wprawdzie uzyskanie bardzo trwalej barwy, ale zwigzane jest
z szeregiem niedogodnosci, takich jak nadmierna wrazliwo$¢ na substan-
cje interferujgce, bardzo S$ciste przestrzeganie wilasciwego zakresu pH,
duza czuto$¢ na wptyw krzemiandw. Przy pracy z materiatem roslinnym
metoda Fiske’go i Subbarowa nastrecza pewna niedogodnosé
wskutek obecno$ci w nim jondéw baru i wapnia, tworzacych nierozpusz-
czalne sole z H2SO4. Dlatego King (49) zaproponowat zastgpienie tego
ostatniego kwasem nadchlorowym jako czynnikiem mineralizujgcym.
Allen (1) wprowadzit dalszg poprawke do modyfikacji Kinga, stosu-
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jac amidol jako reduktor, zapewniajac tym samym wiekszg niezalezno$¢
barwy od zmian temperatury pomiaru. Czulo$¢ oznaczenia przy uzyciu
amidolu jest jednak mniejsza niz we wilasciwej metodzie Fiske’'go
i Subbarowa.

Stosunkowo niedawno Gomori (31) ulepszyt metode Fiske’go
i Subbarowa zastepujgc kwas aminonaftolosulfonowy metolem, tj.
IV-metylo-p-aminofenolem stosowanym w 3°0 roztworze kwasnego siar-
czynu sodowego. Odczynnik ten odznacza sie wielka trwato$cig tak w po-
staci krystalicznej jak i w roztworach. Ogromng zaletg tego odczynnika
jest mata czuto$¢ na substancje interferujgce, zwilaszcza na krzemiany.
Sole sodowe kwasow fluorowodorowego, szczawiowego, cytrynowego, azo-
tawego i azotowego oraz chlorki sodu i zelaza praktycznie rzecz biorgc
nie wywierajg zadnego wptywu. Ponadto wytworzona barwa jest zupet-
nie stata w ciggu paru godzin i stosunkowo tylko nieznacznie zalezy od
pH roztworu.

Kazdy ze wspomnianych sposob6w ma swoje zalety i trudno jest orzec
z calg pewnoscia, ktory z nich nalezatoby bezapelacyjnie uzna¢ za naj-
lepszy. Niewatpliwie metoda Gomori’ego (31) nadaje sie najbardziej
tam, gdzie grozi niebezpieczenstwo obecnosci duzych — w poréwnaniu
z zawartoscig fosforu — ilosci krzemian6w (43). Ma ona te przewage nad
pozostatymi, ze 1° natezenie barwy badanego roztworu jest state w ciggu
dtugiego czasu, 2° wptyw substancji interferujgcych jest znikomy, 3° uzy-
wane odczynniki sg trwale. Wadag jej jest stosunkowo mata czutosé,
zwiekszajgca znacznie rzad wielkosci dokonywanego oznaczenia. W przy-
padku wykonywania oznaczenia wg Fiske 'go i Subbarowa
rzad ten wynosi okoto 10—20 (g na 50 ml cieczy badanej przy uzyciu fo-
tometru Pulfricha.

Nalezy jeszcze wspomnie¢ o metodzie Delory’ego (20) oznaczania
fosforanow nieorganicznych w obecnosci substancji interferujgcych. Me-
toda ta pozwala na iloSciowe wyosobnienie jonéw PO4-3 ze Srodowiska
badanego przez adsorpcje ich na zawiesinie weglanu magnezowego w po-
staci soli wapniowej. Tok dalszego postepowania oparty jest na metodzie
Kinga. Mozno$¢ wykonywania takiego oznaczenia jest bardzo wazna ze
wzgledu na konieczno$¢ okreslania zawartosci fosforan6w nieorganicz-
nych w obecno$ci nukleotydéw, co ma zasadnicze znaczenie przy ozna-
czaniu KN wg Schmidta i Thannhausera. Z mniej znanych
metod warto wspomnieé o stosowanych do oznaczen KN metodach B e-
renbluma i Chaina (4), Pereiry (75 i Loringa (56).

Drugim prostym skiadnikiem KN mogacym stanowi¢ podstawe ich
oznaczania sg weglowodany, S$cislej moéwigc — ryboza i dezoksyryboza.
Zasada oznaczania tych zwigzkéw polega na tworzeniu przez nie w silnie
kwasnym $rodowisku barwnikow z pewnymi potgczeniami organicznymi.

7 Postepy Biochemii
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Podstawg oznaczania rybozy jest préba jakosSciowa podana przez Biata
jeszcze w roku 1902. Poczatkowo stosowana byta do wykrywania jakos-
ciowego KN, a od czasu przystosowania jej przez Mejbaum (67) do
oznaczen ilosciowych, stanowi jeden z zasadniczych testow iloSciowej
analizy tych substancji. Proba Biata, zwana inaczej reakcjg orcynowa,
wypada dodatnio réwniez z cukrami zwigzanymi. W produktach hydro-
lizy KN daja ja pentozy zwigzane z purynami, nie dajg, wzglednie nie-
znacznie tylko reaguja, pentozy zwigzane z pirymidynami. Jak juz
wspomniano, w pracy z tkankami roslinnymi reakcja orcynowga nie daje
solidnych wynikéw. W warunkach ilosciowego oznaczania pentoz wg
Mejbaum obok aldopentoz reagujg réwniez i ketopentozy oraz kwasy
ketoglikonowe i ketoheptozy, natomiast heksozy nie tworza barwnika.
Wazng jest rzecza, ze wptyw biatek na oznaczenia jest stosunkowo nie-
wielki. Niestety dezoksypentozy tworzg rowniez barwniki z orcyna,
wprawdzie w stopniu znacznie mniejszym, jednakze zmuszajagcym do
wprowadzenia poprawki w przypadku obecnos$ci dezoksyrybozy obok ry-
bozy. Pochtanianie Swiatta przez barwny roztwdr potgczenia dezoksyry-
bozy z orcyng jest okoto 10 razy stabsze, niz pochtanianie roztworu ana-
logicznego zwigzku rybozowego. Warto$¢ wynikéw otrzymanych w ozna-
czaniu pentoz reakcjg orcynowg zalezy bardzo silnie od pH. Stad kwaso-
wos$¢ proby kontrolnej i badanej winna by¢ mozliwie identyczna (81).

Dezoksyryboze oznacza sie na podstawie jreakcji dwufenyloaminowej,
wprowadzonej przez Dische go w roku 1930 (21). Jest to reakcja
specyficzna dla 2- i 3-dezoksypentoz. | tu, podobnie jak w reakcji orcy-
nowej, dezoksyryboza zwigzana z pirymidynami nie tworzy barwnika
(59, 81). Oprocz wymienionej reakcji uzywane sg w celu oznaczania de-
zoksyrybozy nastepujagce reakcje: tryptofanowa Cohena (10), cysterno-
wa Stumpfa (90, 22) i indolowa Ceriotti’ego (9). Holden
wykonata poréwnanie trzech pierwszych ze wspomnianych metod i wyka -
zata zadowalajgcg zgodno$¢ wynikdw otrzymywanych wg Dische’go
i Cohena przy zbyt niskich wynikach otrzymywanych wg Stu m-
p fa (37). Omowienie metody Dische’go podane zostato réwniez przez
Stacey’a w Advances in Carbohydrates Chemistry (83).

Uzycie weglowodandéw jako podstawy oznaczenia KN nastrecza oko-
licznos¢é mogaca stanowi¢ powazne zr6dto btedéw. Okolicznoscig tg jest
trudno$¢ dysponowania odpowiednim wzorcem. Sitg rzeczy stosowane
byé musza jako wzorce odpowiednie preparaty KN, co uzaleznia wyniki
pomiarow od metody preparatywnej i od stopnia czystosci otrzymanego
zwigzku. Nadto wg Schneidera (85 natezenie barw wytwarzanych
przez cukry zwigzane i wolne nie sa te same dla jednakowych stezen mo-
lowych. Wreszcie przyjmuje sie, ze oznaczane kolorymetrycznie cukry
stanowig potowe rzeczywistej ich zawartoSci w KN (zatozenie, ze stosunek
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puryny: pirymidyny = 1I), co ze stanowiska analitycznego nie jest w tej
chwili rzeczg absolutnie pewna. Istnieja jednakze dwie metody pozwa-
lajgce iloSciowo oznaczy¢ réwniez i cukry zwigzane z zasadami pirymidy-
nowymi. Starsza z nich podana zostata w 1947 roku przez Massarta
i Hoste’a (64) i odnosi sie do oznaczania rybozy. Zwigzki pirymidynowe
tej pentozy reaguja z orcyng po uprzednim traktowaniu bromem w podnie-
sionej temperaturze. Stosunkowo niedawno Brody (7, 8) podat mody-
fikacje metody cysteinowej, zwiekszajgcg doktadno$¢ samego oznaczania
i pozwalajagcg oznacza¢ rowniez dezoksyrybozydy pirymidynowe. Brak
narazie dalszych danych, ktére by pozwolity na blizszg ocene obu cyto-
wanych metod. Wydaje sie wiec, ze fosfor stanowi o wiele pewniejszg
podstawe oznaczania KN, a to ze wzgledu na mozno$¢ postugiwania sie
pewnym w granicach mozliwos$ci standartem oraz ze wzgledu na fakt, ze
jesteSmy zawsze w moznosci oznaczy¢ caty fosfor wystepujacy w KN.

Trzeci sktadnik KN, zasady purynowe i pirymidynowe, stosowane sg
przede wszystkim jako podstawa analizy chromatograficznej. | tu punk-
tem wyjscia jest oczywiscie wyosobnienie nukleoproteidu odbywajace
sie zupetnie analogicznie jak w uprzednio opisywanych metodach. Otrzy-
mane nukleoproteidy mozna rozfrakcjonowywaé stosujgc  metode
Schmidta i Thannhausera. Mozna tez rozfrakcjonowywanie
poprzedzi¢ ekstrakcjg roztworami NaCl, co pozwala na otrzymywanie czy-
stego KRN, ktory po hydrolizie nadaje sie do oznaczen chromatograficz-
nych lub jonoforetycznych. Jezeli jednak badany materiat ma by¢ zana-
lizowany chemicznymi metodami, wéwczas wyizolowany nukleoproteid
poddaje sie od razu hydrolizie, w trakcie ktorej nastepuje rozktad uwal-
niajgcy zasady purynowe. Dla wydzielenia ich z hydrolizatu wykorzy-
stuje sie trudng rozpuszczalno$¢ kompleksow miedziowych lub srebro-
wych. Czynniki hydrolizujgce moga by¢ rézne. Stosuje sie kwas mrow-
kowy, solny, siarkowy, rozcieiczone zasady. Hydrolizaty traktowane sg
solami miedzi lub srebra w zaleznosci od wybranego sposocbu postepo-
wania.

Metoda,‘ktora zdobyta sobie duzg popularno$¢ jest metoda miedziowa.
Tworcami jej s Kriiger i Schmidt (51), ktorzy w 1905 roku wy-
korzystali do celéw analizy iloSciowej zasad purynowych spostrzezenie
Krigera (50) o mozliwosci wytragcania puryn przy uzyciu CUSO4
i NaHSOs. Dziatanie powyzszymi odczynnikami powoduje wypadanie
z roztworu kompleksowych potaczen purynowo-miedziowych. W latach
trzydziestych zastosowali z powodzeniem metode miedziowg do analizy
KN Levene Dmochowski, Kerr (53a, 24, 44, 45).

Na marginesie metody Krigera nalezy wspomnie¢ o btedach do-
Swiadczalnych, kryjacych sie w poszczeg6lnych operacjach analitycznych,
istotne znaczenie ma tu kwestia wiasciwych warunkdéw hydrolizy. Hy-

7%
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droliza zbyt energiczna prowadzi do straty puryn, zbyt tagodna natomiast
pocigga za sobg mozliwo$¢ wytrgcania sie z osadem miedziowym apury-
nowych zwiazkéw azotowych (peptydy), co w konsekwencji wptywa na
podwyzszenie wynikOw na azot purynowy. Usuniecie niepozgdanych za-
nieczyszczen wymaga niekiedy kilkakrotnego wytrgcania kompleksow
purynowych (24).

W roku 1935 Graff i Maculla (32) wprowadzili modyfikacje
wspomnianej metody, zastepujgc siarczan miedzi tlenkiem miedziawym,
uzytym w stabo kwasnym S$rodowisku. Metoda .miedziowa pozwala na
oznaczenie w potgczonych osadach gwaniny i adeniny tylko tzw. azotu
purynowego, po uprzednim rozpuszczeniu osadu w HC1 i usunieciu mie-
dzi siarkowodorem. W ekstraktach HC1 mozna byto oznaczy¢ gwanine
jodometrycznie metodg Grynberga (33) lub tez wykorzystujgc wiek-
szg podatnos$¢ tej puryny na utlenianie KMnOi, wyliczy¢ jej ilos¢ z roz-
nicy azotu purynowego i adeninowego, otrzymanego po catkowitym roz-
tozeniu gwaniny (41). Doktadng mikromodyfikacje metody Grynberga
opisali w roku 1954 Dmochowski i Panusz (23).

Do wytrgcania zasad purynowych mozna réwniez stosowaé zwiazki
srebra. Poczatkowe sposoby wydzielania puryn oparte byty na reakcji
z tlenkiem srebra w Srodowisku amoniakalnym (78, 68, 80), ustapity one
jednak miejsca bardziej doktadnemu strgcaniu srebrowemu w $rodowisku
zakwaszonym H2S04. Kompleksy purynowo-srebrowe otrzymywano
przez dziatanie Ag2So0 4 (83), lub Ag2U (24, 46, 47), czy tez AgNC>3 w §ro-
dowisku kwasnym (57, 58).

Stosunkowo niedawno, bo w roku 1949, Kerr i Seraidarian (46)
opracowali doktadng metode analizy KRN, opartg gtownie na oznaczeniu
sktadnikéw azotowych. KRN poddawany jest p6itgodzinnej hydrolizie we
wrzgcej tazni wodnej. W tych warunkach ulega on rozpadowi do puryn
i nukleotydéw pirymidynowych. Po doprowadzeniu kwaisoty roztworu
do 0,5 n przy pomocy 2n H2SO4 wytrgca sie zasady purynowe przez do-
danie zawiesiny Ag20. Z przesaczu, zawierajgcego jony Ag, mozna wy-
dzieli¢ nukleotydy pirymidynowe dodatkiem 3 objetosci alkoholu izo-
propylowego. Po ekstrakcji goragcym HC1 obu osadéw srebrowych, ana-
lizuje sie poszczeg6lne skiadniki spektrofotometrycznie oraz oznacza N
purynowy i azot zwigzany z nukleotydami pirymidynowymi mikromody-
fikacjg metody Kjeldahla (44).

Zupetnie nowg metode podali w roku 1951 Marshak i Vogel
(63, 61), opierajagc sie na wiasnosciach hydrolizowania KN przez kwas
nadchlorowy. Kwas nadchlorowy, wg autoréw, rozszczepia iloSciowo kwa-
sy nukleinowe, umozliwiajac oznaczenie zasad purynowych i pirymidyno-
wych w réznorodnym materiale biologicznym bez uprzedniego izolowania
z tkanki KN (62). W ten sposob unika sie btedow zwigzanych z niecatko-
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witg ekstrakcja, ze zmiang zasad w czasie ekstrakcji itp. Zastosowanie me-
tody Marshaka do oznaczenia puryn i pirymidyn KN tkanki zwierze-
cej (bakterie, jaja i plemniki Arbacia i Asterias) obejmuje nastepujace
czynnosci:

a) odlipidowanie tkanki mieszaning acetonu i etanolu (2 : 1),

b) ekstrakcje zwigzkéw kwasorozpuszczalnych 7°/o, lodowato zim-
nym CCI3COOH,

c) jednogodzinng hydrolize 12 N HCIO4 we wrzacej tazni wodnej,

d) rozdziat chromatograficzny otrzymanych zasad i oznaczenie icn
spektrofotometrycznie.

Ogromna zaletg tej metody ma by¢ jej czuto$é. Wymaga ona zaled-
wie 10 mg badanego materiatu. Potgczenie metody Marshaka z me-
todg Schmidta i Thannhausera umozliwia bezposrednie ozna-
czanie zasad azotowych zar6wno w KRN jak i w KDN (61).

Uzyskiwane omoéwionymi sposobami produkty hydrolizy KN mozna
oznacza¢ chemicznymi metodami analitycznymi. Ustepujg one oczywiscie
pod wzgledem doktadnosci metodzie spektrofotometrycznej lub polarogra-
ficznej, jednakze w warunkach, w ktérych brak jest kosztownej i na ogot
trudno dostepnej aparatury, jakiej one wymagajg, oznaczanie oparte na
pewnych charakterystycznych reakcjach zasad azotowych, wystepuja-
cych w kwasach nukleinowych, sa niezastgpione jako wazne uzupetnie-
nie metod chromatograficznych i jonoforetycznych.

Reakcje kolorymetryczne zasad pirymidynowych znane sg od dawna.
W 1936 r. Hun ter (39), opierajagc sie na badaniach Johnsona i Clap-
pa (40) nad reakcjg sprzegania pirymidyn ze zwigzkami dwuazoniowymi,
opisat barwna prébe, jakg daje tymina ze zdwuazowanym kwasem sulfa-
nilowym w obecnosci NaOH i hydroksylaminy. Powstajgce na tej drodze
intensywnie czerwone zabarwienie pozwala odrdzni¢ tymine od uracylu
i cytozyny, dla ktérych reakcja ta wypada negatywnie. Powyzsza préba
zostata p6zniej wykorzystana przez Pircio i Cerecedo (76) do ilos-
ciowego oznaczania tyminy w hydrolizatach KDN po usunieciu puryn
i kwasu lewulinowego, pochodzgcego z rozktadu dezoksyrybozy. Jako
Srodka wytrgcajgcego puryny uzyto PdCI2 (34). Kwas lewulinowy usuwa
sie przy pomocy ekstrakcji eterowej. Hydrolize KDN przeprowadza sie
ogrzewajac badang substancje wobec stezonego kwasu mrowkowego
w zatopionych rurach szklanych lub wobec 24% H2SO4. Pierwsza metoda
pozwala na kolorymetryczne oznaczanie obok tyminy rowniez i cytozyny,
druga natomiast stuzy tylko do oznaczania tyminy, gdyz cytozyna w tych
warunkach przez nig podanych ulega dezaminacji. Day i Mosher (18,
19) wprowadzili pewne modyfikacje do préby Huntera. Polegaty
one na zastgpieniu hydroksylaminy gliceryng i przeprowadzaniu reakcji
sprzegania w atmosferze tlenu w 30°C, co zwiekszato znacznie szybkos$é
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reakcji i wplyneto dodatnio na trwato$¢ zabarwienia. Analiza tyminy
KDN obejmowata hydrolize w 9 N H2S04 w temp. okoto 130° w ciggu
22 godzin, usuniecie puryn z rozcieficzonego hydrolizatu przy pomocy
AQg2S04 i kolorymetryczne oznaczenie tyminy.

Metode oznaczania uracylu i cytozyny na drodze kolorymetrycznej
opracowali Soodak, Piirc(io 'i Cerecedo w roku 1949 (87).
Metoda ta oparta jest na jakoSciowej prébie Wheelera i Johnso-
na (96) polegajaca na tworzeniu sie purpurowego osadu po dziataniu
Ba(OH)2 na roztw6r uracylu i cytozyny, uprzednio poddany dziataniu
wody bromowej. Dostosowanie tej proby do oznaczen ilosciowych polega na
redukowaniu odczynnika Newtona na kwas moczowy przez uracyl i cytozy-
ne (69). llosci uracylu i cytozyny dajace sie oznaczyé tg droga zawieraja
sie w granicach 6—33 ug. Kolorymetryczne oznaczenie obu pirymidyn
musi poprzedzi¢ ich rozdziat przez adsorpcje na syntetycznych zywicach.
Obecnos$é tymiiny nie przeszkadza w oznaczeniach.

Réwniez i zasady purynowe mozna oznacza¢ kolorymetrycznie. Hit-
chings (36) podat w roku 1941 metode kolorymetrycznego pomiaru
gwaniny wykorzystujac wczesniejsze obserwacje Funka i Macat-
lum a (30). Podstawag wykonywania tego pomiaru jest zabarwienie, jakie
daje gwanina z odczynnikiem fenolowym. Adenina i hypoksantyna nie
reagujg z tym odczynnikiem, natomiast ksantyna daje takie samo zabar-
wienie jak gwanina. llos¢ tej ostatniej niezbedna dla wykonania oznacze-
nia wynosi 0,001 mM. Zastosowanie tej metody do oznaczania gwaniny
KN wymaga izolowania zasad purynowych. Metoda kolorymetrycznego
oznaczania adeniny opisana zostala przez Woodhous e’a w roku
1950 (99). Polega ona na redukcji adeniny pytkiem cynkowym wobec
1 N HC1 lub H2SO4 w podwyzszonej temperaturze, dwuazoniowaniu
i sprzeganiu z odczynnikiem Brallon-Marshalla (5). Powstate za-
barwienie mierzy sie kolorymetrycznie.

Ciagty postep w wysubtelnianiu metod analizy sktadnikéw KN nie
omingt réwniez i tak podstawowego oznaczania, jakim jest oznaczanie
azotu zasad purynowych czy pirymidynowych. Nalezy tu zaliczy¢é me-
tode Markhama (60), bedagcg mikromodyfikacja metody K je 1dah-
la, metode kolorymetrycznego oznaczania azotu Weeda i Courte-
nay’a (94) opartag na udoskonalonym sposobie spalania substancji orga-
nicznych wg Whitea i Longa (97) oraz ostatnio podang metode
Lubochinsky®ego i Zalty (48).

Na zakonczenie tego szkicowego referatu pragniemy podkresli¢ ko-
nieczno$¢ stosowania w analizie KN zawsze co najmniej dwu metod po-
miaru w celu unikniecia ewentualnych niedoktadnosci i pomytek. Doty-
czy to zwiaszcza przypadkéw badan tkanek o zupetnie jeszcze nieznanym
sktadzie KN.
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GROSS STANISLAW

Spektrometria zwigzkow nukleinowych

Selektywne pochtanianie promieniowania elektromagnetycznego o réz-
nej dtugosci fali przez rdzne substancje od dawna znalazto zastosowanie
w analizie chemicznej. Szczegélnie szeroko wykorzystuje sie pomiary
pochtaniania w zakresie widzialnym (0,4 — 0,8 u), bliskiego nadfioletu
(0,2 — 0,4 ji) i bliskiej podczerwieni (0,8 — 25 |[i). Przyczyng pochitania-
nia w zakresie nadfioletu sg zupetnie inne wiasnosci czasteczki chemicz-
nej niz w zakresie podczerwonym, podobnie zresztg rodzaj pochtaniania
w obu zakresach jest zupeinie inny i dlatego tez obydwa dzialy oméwio-
ne beda oddzielnie.

Pochtanianie w zakresie nadfioletowym i widzialnym

Przyczyna pochfaniania promieniowania w tych zakresach sa zmiany
poziomow energetycznych elektronéw n, o tworzacych wigzania chemicz-
ne pomiedzy atomami wchodzacymi w sktad czasteczki (4).

Wiazania pojedyncze utworzone przez elektrony o pochtaniajg promie-
niowanie w zakresie dalekiego prdzniowego nadfioletu o dtugosci fali
rzedu 100 — 200 mix.

W igzania podwojne utworzone przez elektrony n absorbujg promie-
niowanie w zakresie bliskiego nadfioletu rzedu 200 — 300 m|x. Pochta-
nianie uwarunkowane elektronami n stanowigcymi wolne dublety hete-
roatomow (N,0,S,i i.) jest obecnie przedmiotem badan (22) (24). Na poto-
zenie pasma pochfaniania decydujacy wptyw ma zdolnos$¢ przechodzenia
na wyzsze poziomy energetyczne elektronéw tworzgcych wigzanie. Zdol-
no$¢ ta uzalezniona jest od budowy czasteczki, a przede wszystkim od
wzajemnego potozenia kilku wigzan zawierajagcych elektrony n (4). W po-
zycji sprzezonej wigzan n zdolno$¢ ta jest najwieksza i pasmo pochta-
niania przesuniete jest w kierunku fal diuzszych (efekt batochromowy)
w poréwnaniu z analogicznym zwigzkiem posiadajgcym wigzania podwoj-
ne w innej pozycji (izolowanej). W przypadkach ustawienia az kilku wig-
zan podwojnych w pozycji sprzezonej potozenie pasma pochianiania mo-

[107]
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ze by¢ przesuniete nawet do diugich fal zakresu widzialnego (barwniki).
Pochtanianie promieniowania przez substancje jest przedstawiane zwykle
w postaci wykresow we wspoétrzednych: wielko$¢ pochtaniania i diugosé
fali. Miarg pochtaniania jest logarytm stosunku natezenia promieniowa-
nia padajagcego (JO) na substancje badang do przechodzacego (J) przez
nig. Stosunek ten wyrazany jest w jednostkach absorpcji (A), zwanej
dawniej ekstynkcja, gestoscig optyczng itp. (4, 12, 28).

Jak wynika z prawa Lambert a-Beera A—lg-j-—kcl

absorpcja w danej dlugosci fali (/) jest wprost proporcjonalna do steze-
nia (c) i grubosci warstwy substancji badanej ().

Wspotczynnik absorpcji k jest wielkoscig sitatg dla danej substancji
w statych warunkach pomiaru i liczbowo jest on zalezny od jednostek
w jakich wyrazane jest stezenie (w molach na litr (¢) w gramach (k) lub
tez w procentach).

Absorpcje zwykle odkiada sie na osi rzednych. Czesto zamiast ab-
sorpcji odktada sie na osi rzednych takze wspotczynnik absorpcji (k, e)
lub tez logarytmy tych wielkoSci. Rzadziej i to raczej w zakresie pod-
czerwieni (w aparaturze samorejestrujgcej) odkitada sie na osi rzednych

J
transmisje (T % = "0 e 100) podajacg w procentach przepuszczalnosé

promieniowania przez substancje badang.

Na osi rzednych odktada sie zwykle diugosé fali w mikronach (u),
milimikronach (mu), chociaz stosuje sie takze jednostki czestosci drgan
(ssek -1) lub liczbe falowg (vam -1) wprost proporcjonalne do energii nie-
sionej przez dane promieniowanie.

Pomiary absorpcji przeprowadzane sg obecnie prawie wytgcznie przy
pomocy fotoelektrycznych spektrofotometréw, ktérych przyktadem mo-
ga by¢ spektrofotometry Beckmana, Unicam-Cambridge,
Perkin-Elmer i wiele innych, Z metod fotograficznych korzysta
sie tylko w wyjatkowych przypadkach. W najogélniejszym przypadku
spektrometr do badan absorpcyjnych sklada sie z pieciu zasadniczych
cze$ci: zrodta promieniowania (Z), monochromatora (M), pomieszczenia
dla substancji badanej (N) detektora promieniowania przechodzacego przez
te substancje (D) oraz z urzadzenia pomiarowego pozwalajagcego na od-
czytanie wyniku pomiaru (P) (rys. 1).

Pomiary absorpcji pozwalajg na wycigganie wnioskow odnosnie ja-
kosciowego i ilosciowego sktadu substancji badanej sktadajacej sie z mie-
szaniny réznych zwigzkéw. Badania jakosciowe dotyczg najczesciej iden-
tyfikacji substancji zawierajgcych charakterystyczne maksima absorpcji.
Badania iloSciowe mozliwe sg do przeprowadzenia tylko przy znajomosci
jakosciowego skiadu mieszaniny i dokladnej znajomosci pochtaniania
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wszystkich sktadnikéw w stanie czystym. Badania iloSciowe w niekt6-
rych przypadkach mozliwe sg do przeprowadzenia z bardzo matymi ilos-
ciami substancji rzedu miikrograméw (ng).

Podstawg analizy iloSciowej przy wykrywaniu jednego sktadnika mo-
ze by¢ porownanie pochfaniania z roztworem standartowym o znanym
stezeniu lub tez znajomos$¢ wspotczynnika pochtaniania ustalonego raz na
zawsze dla danych warunkéw pomiaru.

Pryzmat kwarcony [usfrO
fx>

Rys. 1 Spektrofotometr Beckmana.

Podstawg analizy iloSciowej przy wykrywaniu dwoch sktadnikéw jest

1. doktadna znajomos$¢ wspoétczynnikéw obydwu skiadnikéw w dwdéch
dtugosciach fal przyjetych za analityczne (dobranych w sposéb zapewnia-
jacy najlepsze wyniki pomiaru) oraz

2. rozwigzanie uktadu dwoch réwnan z dwiema niewiadomymi:

Au = cxi+ fyhCg |
Au = Ku ci 1+ kMc21

Mieszaniny wiecej sktadnikowe badane sg rzadziej i wyniki obarczone
sq duzymi bledami. Podstawg analizy jest rozwigzywanie uktadu tylu
rédwnan, ile sktadnikéw znajduje sie w mieszaninie.

Widma pochtaniania poszczegélnych zwigzkéw w mieszaninie zacho-
dzg na siebie (czeSciowo sie pokrywajg), co w obecnosci kilku sktadnikéw
mieszaniny uniemozliwia wykonanie oznaczeA. Z tego powodu w wiek-
szo$ci mieszanin analiza spektrometryczna musi by¢ poprzedzona syste-
matycznym rozdzieleniem na sktadniki.

Mozliwosci analizy i wyniki oznaczenia sg uzaleznione od sposobu roz-
dzielania mieszaniny.

Zwigzki nukleinowe

Szczegolnie ciekawe mozliwosci istniejg w dziedzinie badania widm
pochfaniania zwigzkéw zawierajagcych w swej czasteczce ukiad puryno-
wy lub pirymidynowy (20).
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W pierscieniach tych znajduje sie kilka wigzan podwdjnych w pozy-
cji sprzezonej oraz wigzania pojedyncze miedzy atomami weglowymi,
a takze sg tam heteroatomy, a wiec w zwigzkach tych wystepujg elektro-
ny o, ji, n, decydujagce o pochtanianiu w zakresie nadfioletu. Najwazniej-
szymi sposrod tych zwiazkéw sg zwigzki nukleinowe (rozumiane jako
kwasy nukleinowe, produkty ich rozktadu oraz produkty ich metabo-
lizmu). We wszystkich zwiazkach nukleinowych pochtanianie promienio-

wania w zakresie nadfioletu
uzaleznione jest prawie wy-
tacznie od ukiadu , puryno-
wego lub pirymidynowego
wchodzacego w skbad cza-
steczki. Stad pochodzi duze
podobienstwo widm réznych
zwigzkéw nukleinowych za-
wierajacych ten sam ukitad
chlomoforowy. Zwigzki pu-
rynowe i pirymidynowe wy-
stepuja w wielu odmianach
tautomerycznych, co znacz-
nierozszerza mozliwosci ba-
dan absorpcyjnych, poniewaz
odmiany tautomeryczne roz-
nig sie swym widmem po-
chianiania. Omowienie meto-
dyki stosowanej przy spektro-
metrycznym badaniu zwig-
zkow  nukleinowych  musi
by¢ poprzedzone przegladem
widm pochtaniania poszcze-
golnych zwigzkéw nukleino-
wych. Z wchodzacych w gre
biologicznie waznych zwigz-
kéw beda oméwione:

zasady azotowe — pury-
ny i pirymidyny,
nukleozydy — bedgce potlgczeniem w/w zasad z cukrami (ryboza lub
dezoksyrybozg),
nukleotydy — bedace potgczeniem nukleozyddéw z kwasem fosforo-
wym,

kwasy nukleinowe — bedace potgczeniem wielu zwykle réznych nu-
kleotyddw.
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Interesujgce jest takze pochtanianie produktow metabolizmu zwigz-
kéw nukleinowych, jednak danych na ten temat jest jeszcze bardzo
mato (8).

Najwazniejszymi zasadami purynowymi wchodzacymi w sktad kwaséw
nukleinowych sg adenina i gwanina, za$ ich metabolitami wystepujacymi
w ustroju zywym sg hipoksantyna, ksantyna i kwas moczowy, bedacy
ostatecznym produktem przemiany zwigzkéw purynowych u cztowieka

nh?2 OH
c c
A B\ 11\
N x 5C -N N C—N
,CH CH
HC L£L—N HC C—N
n 3l H v o/ H
N N
adenina hipoksantyna
I
OH OH
c C
N C—N 11 C—N
1 N
co “p o-®
/ /
H.N—C C—N HO—C C—N
o H
N / N
gwanina ksantyna
OH
c
# 0\
N C—N
C—OH
HO—C ¢—N
~no H
N

kwas moczowy

Ich widma absorpcji zostaty zebrane na rys. 2 (14, 16) dla roztwordéw
w 0,1 n HCL.

Dla roztwordow o innych stezeniach jonéw wodorowych wyglad krzy-
wych absorpcji jest inny.

Widmo adeniny wykazuje matg zalezno$¢ od pH roztworu (rys. 3).

Widmo gwaniny natomiast ulega znacznym zmianom pod wplywem
zmian pH (rys. 4).
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Tinp
Rys. 3. Zalezno$¢ widma absorpcji adeniny od pH (19).

xm/i-—--
Rys. 4. Zalezno$¢ widma absorpcji gwaniny od pH (10).
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Zmiany widma gwaniny zwigzane sg z tautomerig (keto-enolowg) typu
HN—C= 0 N= C—O0—H

za$ zmiany widma adeniny sg wynikiem tautomerii (amino-iminowej) typu
N = C— NHn HN —C= NH

Najwazniejszymi zasadami pirymidynowymi sg uracyl, cytozyna i ty-
mina, a takze izocytozyna i 5-metylocytozyna.
Drogi ich rozktadu w organizmie prowadzace do powstania amoniaku
i dwutlenku wegla nie sg jeszcze
dostatecznie znane.

HN — CO HN— CO
i i I i
OC CH oC C—ch3
| I | |
HN — CH HN — CH
uracyl tymina
N= C— NH, HN—CO
I |
OC CH HON—C CH
| I
HII\I—C’I—| HN—CH
cytozyna izocytozyna

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

Wszystkie te zwigzki odznacza-
ja sie duzag zaleznoscig widma od
pH na skutek istnienia wielu od-
mian izometrycznych, co szczegol-
nie jaskrawo jest widoczne na
przyktadzie uracylu (25) rys. 6 oraz
cyto™ny (23) rys. 7.

Polagczenie zasady azotowej
z czasteczka cukru, ktory wykazu-
je tylko nieznaczng absorpcje w

\m/i — - nadfiolecie, wptywa tylko w nie-

Rys. 5. Widma absorpcji pirymidyn. znacznym stopniu na wyglad wid-

ma. Na skutek obciazenia czastecz-

ki, jak to ma miejsce k nukleozydach, potozenie maksimum pochtaniania
przesuwa sie nieznacznie batochromowo (w kierunku fal diuzszych).

Jeszcze mniejszy wptyw ma dodanie w czasteczce grupy fosforanowej

8 Postepy Biochemii
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Anf——

Rys. 6. Zalezno$¢ widma absorpcji uracylu od pH.

€10

1—-O0—0— WO0,01n NaOH

2--0--0“*w °>05 M buforze fosfo-
rowym pH7,—

3 w 001 n HC1

Rys. 7. Zalezno$¢ widma absorpcji
cytozyny od pH.

AYi—--

cytydyna i kwas cytydylowy
cytozyna

Rys. 8. Widmo absorpcji cytozyny, cyty-
dyny i kwasu cytydylowego w 0,01 n HC1.
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jak to widaé na przyktadzie zestawionych widm cytozyny, cytydyny
i kwasu cytydylowego (rys. 8) (9, 23, 25), oraz uracylu, urydyny i kwasu
urydylowego (rys. 9) (23, 25). Wymienione zwigzki zawierajg w swej
czasteczce ryboze.

Wymienione pochodne cytozyny najwygodniej jest bada¢ spektrome-
trycznie w $rodowisku 0,01 n HC1, poniewaz wystepujg wtedy najwiek-
sze réznice w potozeniu maksi-
moéw absorpcji. Pochodne ura-
cylu przeciwnie wykazujg naj-
wieksze ré6znice w Srodowisku
0,01 n NaOH, poniewaz w tych
warunkach widmo uracylu jest
silnie zalezne od pH na skutek
labilno$ci wodoru przy azocie 3,
za$ jego pochodna urydyna i
kw urydylowy majg wodor ten
zastgpiony wigzaniem rybozy-
dowym, eliminujagcym aroma-
tyczny charakter pierscienia

. \mfj, —-
plrydynowego. —————————————— urydyna i kwas urydylowy
Pochodne tyminy zawierajg- -——— uracyl
cej grupe metylowg w pozycji 5 Rys. 9. Widma absorpcji uracylu, urydyny
wykazuja mate przesuniecia ba- i kw. urydylowego w 001 n NaOH.

tochromowe widma w stosunku
do pochodnych uracylu. Do bar-
dzo ciekawych wnioskéw dopro-
wadzito badanie zalezno$ci wid-
ma absorpcji nukleozydéw od
pH w srodowisku silnie alkalicz-
nym (9, 25). Okazato sie, ze w
tych warunkach pojawia sie dy-
socjacja czasteczki cukru, co
prowadzi do zmian w widmie
absorpcji, jak to jest widoczne
na rys. 10 dla przyktadu ury-
dyny.
Spektrometryczne oznaczanie
réznych nukleotydéw obok sie-
bie jest mozliwe w prostych
mieszaninach o ile nukleotydy
roznia si¢ potozeniem maksimo Rys. 10. Krzywa absorpcji urydyny'w réz-
i. W przypadku kwasu cytydy- nych pH.

8
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lowego i urydylowego zostato to wykorzystane przez prowadzenie pomia-

row w 262, 278 i 265 mi® (16). Z dwoch pierwszych punktéw oznacza sie

stezenia i wzajemny stosunek obu pochodnych, zas w 265m|i mozliwe jest

sprawdzajace oznaczenie sumaryczne obydwu zwigzkow, poniewaz w tym

punkcie molowe wspdétczynniki absorpcji dla obydwu zwigzkéw sg jedna-
kowe (rys. 11).

Na specjalng uwage zastuguja widma pochtaniania nukleotydéw, wy-

stepujagcych w stanie wolnym w organizmach zywych. Najwazniejszymi

z nich sg kwasy adenozyno-

-5-tréjfosforowy (ATP), ade-

nozyno-5-dwufosforowy

(ADP), adenozyno-5-monofo-

sforowy (AMP), kwas adeni-

lowy mie$niowy oraz inozy-

nomonofosforowy (IMP) be-

dacy pochodng hipoksanty-

ny (15).
000 « ool Ich widma pochtaniania
—0 -0 — was ur ow .
kwas cyZydyylom}ly (rys. 12) Sg podobne do widm

Rys. 11. Krzywa absorpcji kwasow cytydylowe- wolnych zasad azotowych,
go i urydylowego w 0,01 n HCL. wchodzacych w skiad ich czg-

steczek. Ani reszta cukrowa

ani tez fosforanowa nie wptywajg na potozenie maksimum absorpcji. Ich
obecno$¢ wptywa jedynie na zmiane wspoOtczynnika absorpcji.

Najmniej charakterystyczne widma posiadajg kwasy nukleinowe, po-

Anii- A
Rys. 12. Widma absorpcji ATP, AMP Rys. 13. Widma absorpcji kwasu KRN
i IMP. i KDN.
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niewaz ich widmo jest zblizone do sumy pochtaniania poszczeg6lnych
sktadnikdw czasteczki danego kwasu nukleinowego.

Przyktadem niewielkich r6znic w wygladzie widma kwaséw rybo-
i dezoksyrybonukleinowych (réznigcych sie nie tylko skiadnikami cukro-
wymi ale i azotowymi) jest irys. 13 (18).

Przytoczone poprzednio widma absorpcji zwigzkdw nukleinowych
wskazujg, ze prawie wszystkie omowione zwigzki posiadajg charaktery-
styczne maksima w zakresie 240 — 300 mu. Z tego tez powodu bezposred-
nia analiza widmowa mieszaniny tych zwigzkéw nie moze prowadzi¢ do
oznaczenia poszczeg6lnych skitadnikow.

Oznaczanie to jest mozliwe tylko przy zastosowaniu specjalnych
chwytéw pozwalajgcych na réznicowanie poszczeg6lnych sktadnikow.
Najlepsze wyniki mozna osiggnag¢ wykonujac oznaczenia spektrometrycz-
ne frakcji rozdzielonych innymi metodami.

Najczesciej zwigzki nukleinowe poddaje sie hydrolizie na najprostsze

sktadniki. Z otrzymanej mieszaniny produktéw rozpadu zwigzki puryno-
we wydziela sie przez wytrgcenie srebrem, co prowadzi do oddzielenia
od pirymidyn. Jezeli otrzymane mieszaniny nie zawierajg wiekszej ilosci
sktadnikow niz dwa mozna je
oznaczy¢ spektrofotometrycz-
nie. | tak np. mieszanine ade-
niny i gwaniny (16) oznacza
sie przeprowadzajagc pomiar
absorpcji przy 245 i 262 mu.
Obliczenie z ukiadu dwoch
rownan z 2 niewiadomymi
prowadzi do oznaczenia ste-
zenia sktadnikow (rys. 14).

Sumaryczne stezenie mo- Amj
Iovv_e mozna w tym przypadku 0o Joanin®
obliczyé prZEpl_’owadzaJac do- Rys. 14. Widma absorpcji adeniny i gwaniny
datkowo pomiar w 276 mW, w 01 n HCL
a wiec w punkcie, w ktérym
wspoétczynnik molowy absorpcji obydwu skiladnikéw jest jednakowy, po-
dobnie jak to miato miejsce w przypadku mieszaniny kwasu cytydylowego
i urydylowego.

Czesto dobdr analitycznych diugosci fal moze byé znacznie utatwiony
przez dobor takiego pH Srodowiska, przy ktéorym réznice w absorpcji
sktadnikow sa najwieksze, jak to byto widoczne w przypadku pochodnych
uracylu lub tez reszty cukrowej nukleozydu.

Bardzo trudng, jednak najbardziej specyficzng metoda selektywnego
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oznaczania poszczegdlnych skiadnikéw jest wykorzystanie reakcji enzy-
matycznych.

Kalek ar z Kopenhagi (14, 15) doprowadzit technike stosowania
enzyméw w oznaczeniach spektrometrycznych do perfekcji, co pozwolito
na wykrywanie roznych nukleozydéw, nukleotydéw i zasad azotowych
w mieszaninach. | tak np. hipoksantyna i ksantyna moga by¢ usuwane
z mieszaniny dziataniem oksydazy ksantynowej, zamieniajagcej je na kwas
moczowy. Wynikiem tego jest zmniejszenie sie wartosci absorpcji w ma-
ksimum pochtaniania ksantyny (27 m”) lub hipoksantyny (248 mw)
a zwiekszenie sie pochtaniania w 290 mfA charakterystycznego dla kwasu
moczowego. Kwas moczowy moze by¢ oznaczany przez zamiane enzyma-
tyczng pod wptywem urykazy na allantoine nie pochtaniajgcg promienio-
wania nadfioletowego.

Przyktadem zmian zachodzacych przy enzymatycznym usuwaniu
sktadnikéw mieszaniny w przeliczeniu na stezenie 1 mikrograma w mili-
litrze i na grubos¢ warstwy 1 centymetra moze stuzy¢ tablica 1 (14).

Tablica 1
Optyczne stale reakcji hydroksypuryn

hydroksypuryna enzym AAXD AAZD AAXD AA2B
hipoksatyna --— > oksydaza + 0,080 — 0,007 — 0,030
------ > kwas moczowy ksantynowa
ksantyna ——m > + 0,066 - 0,053 0
gwanina------ >, ,» t gwanaza + 0,048 — 0,025
kwas moczowy--—--- > urykaza — 0,072 0,023

...... > allantoina

Nukleozydy i nukleotydy hydroksypurynowe nie ulegajg dziataniu
oksydazy ksantynowej. W celu ich oznaczenia nalezy poddac je uprzednio
dziataniu nukleozydazy, ewentualnie w przypadku nukleotydéw: nukleo-
tydazy lub niespecyficznej fosfatazy.

W przypadku oznaczania gwaniny dodatkowym enzymem potrzebnym
do analizy jest gwanaza dziatajaca dezaminujagco z wytworzeniem ksan-
tyny, ktoéra juz dalej moze by¢ oznaczana przy pomocy oksydazy. Stoso-
wanie enzymdw wymaga znajomosci szybkosci reakcji enzymatycznych
oraz wptywu substancji, z ktorej zbudowany jest enzym, na wyglad widma
pochtaniania. Wymaga takze posiadania odpowiednio czystych enzymow.

Wykorzystanie oznaczeh spektrometrycznych w nadfiolecie przyczy-
nito sie m. in.

1 do ustalenia sktadu nukleotydowego kwaséw nukleinowych wyod-
rebnionych z réznych tkanek,
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2. do ustalenia zawartoSci poszczegdlnych zwigzkéow nukleinowych
w réznych tkankach,

3. pozwolito na oznaczenia statych dysocjacji réznych zwigzkéw nu-
kleinowych,

4. byto decydujagcym czynnikiem w ustalaniu struktury zwigzkéw nu-
kleinowych. | tak np. szereg prac z tej dziedziny byto poSwieconych usta-
leniu miejsca przytaczenia czasteczki cukru do pierscienia purynowego.

Okazato sie to mozliwe przez poréwnanie widm absorpcji naturalnych
produktéw z syntetycznie otrzymanymi metylopochodnymi (11) zawiera-
jacymi grupe metylowga przy azocie 9 pierScienia purynowego a nie 7, jak
to poprzednio przypuszczano.

9-metyloksantyna 7-metyloksantyna ksantozyna

Rys. 15. Pordwnanie widm absorpcji réznych pochodnych ksantyny.

Podobnie zostato rozstrzygniete przytgczanie cukru do azotu 3 piers-
cienia pirymidynowego.

Nowsze prace zwigzane z badaniem widm absorpcji puryn i pirymidyn
idg w kierunku ustalenia doktadnej zaleznosci wygladu widma od budo-
wy czasteczek zwigzkow zawierajacych w réznych potozeniach podstawni-
ki w pierscieniach zasad azotowych (21), (7).

Mikrospektrometria

Badania absorpcji promieniowania elektromagnetycznego przy pomocy
mikroskopu noszg nazwe mikrospektrometrii.

Celem tych badan moze by¢, albo:

1 pomiar widma absorpcyjnego substancji dostepnej tylko w bardzo
matych ilosciach, albo

2. pomiar pochtaniania w réznych miejscach preparatu, co ma szcze-
golne znaczenie w histologii i to przede wszystkim w odniesieniu do usta-
lania rozmieszczenia kwasow nukleinowych w komérce.
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W drugim przypadku miejsca preparatu, w ktorych wystepuja badane
zwigzki wykazujg silng absorpcje promieniowania o odpowiednio dobra-
nej diugosci fali.

Zjawisko to od dawna wykorzystano w fotografii barwionych prepa-
ratbw w Swietle widzialnym.

W przypadku badania rozmieszczenia kwaséw nukleinowych, na pre-
parat rzuca sie wigzke promieniowania o dtugosci fali 260 mu, w ktorej

znajduje sie maksimum pochtania-
nia zwigzkow nukleinowych w
nadfiolecie. Optyka mikroskopu

Rys. 17. Odcinek chromozomu
Rys. 16. Obiektyw bezsoczewkowy Chironomusa (pozytyw)

musi byé wykonana z kwarcu lub tez uklad soczewek musi byé zastapio-
ny uktadem zwierciadet sferycznych (3) (rys. 16).

W wprowadzonej w 1935 r. przez Casperssona (5 technice foto-
graficznej preparat jest pod mikroskopem fotografowany. W miejscach
kliszy o minimalnym zaczernieniu wystepuja w preparacie najwieksze
skupienia kwasow nukleinowych. Stopien przezroczystosci kliszy fotogra-
ficznej jest miarg stezenia zwigzkdw nukleinowych.

Technika fotograficzna jest bardzo zmudna i wymaga uwzglednienia
bardzo wielu czynnikéw zaktdcajacych pomiar. Wiekszo$¢ z tych czynni-
kéw wigze sie z wiasnosciami kliszy fotograficznej. Technika fotograficz-
na wychodzi ostatnio z uzycia. W okresie powojennym, a szczegdlnie
w ostatnich pieciu latach rozpowszechnia sie fotoelektryczna technika mi-
krospektrometryczna (6). Jej podstawg jest zastosowanie fotokomérek
i elektrycznych urzadzen wzmacniajacych, pozwalajacych na bezposredni
pomiar absorpcji poszczeg6lnych punktéw preparatu (rys. 18). Wynik po-
miaru rejestrowany jest w postaci wykresdw dla poszczegdlnych miejsc
preparatéw badanych przy uzyciu kilku réznych diugosci fal promienio-
wania (rys. 19).

Przygotowanie preparatu do badania mikrospektrometrycznego wy-
maga stosowania specjalnych chwytdéw, z Kktérych najwazniejszymi sg
dwa:

1 pierwszym jest usuwanie z preparatu substancji takze pochtania-
jacych promieniowanie w badanym zakresie diugosci fal. Usuwanie to
musi by¢ wykonane w taki sposob, aby struktura preparatu nie ulegta
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Rys. 18. Fotoelektryczne urzadzenie mikrospektrometru

A — lampa rteciowa L okular z przestona
B — lampa wolframowa M ruchomy pryzmat
C — monochromator N wirujacy sektor
D —szczelina wyjsciowa monochromatora O urzadzenie do centrowania
E — soczewka P m Zrodito widma poréwnawczego
F — ruchomy pryzmat 90° R fotokomérka
G — kwarcowa piytka (kierujgca czes¢ S m elektrometr
promieniowania na odnos$nikowg fo- T ¢ opor
tokomaérke) U potencjometr
H — kondensator X kamera fotograficzna
| — preparat Y - ukfad soczewek wymieniany
K — obiektyw pryzmat M

zmianie. Przyktadem moze by¢ trawienie preparatu trypsyng w celu usu-
niecia biatka. RoOznice pochianiania preparatu trawionego i nietrawio-
nego wida¢ z rys. 20, przedstawiajagcego rozmieszczenie chromozomow
w preparacie tkanki chironomuse.

Z substancji wystepujacych w komoérkach zywych najbardziej zblizo-
ng absorpcje do kwaséw nukleinowych maja biatka zawierajgce amino-
kwasy: tryptofon i fenyloalanine rys. 21.

2. Drugim czynnikiem jest konieczno$¢ uwzglednienia zmian zacho-
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chromosom

Rys 19. Wykres pochta-
niania dla kilku punk-
tow preparatu (jadro,
cytoplazma, chromosom)

Rys. 20. Preparat tkanki Chironomusa
a) preparat nietrawiony
b) preparat trawiony trypsyna

Xl — -

Rys. 22. Rozkitad gwaniny w f
0,1 n NaOH pod wpltywem
pormieniowania nadfiole-
towego

Rys. 21. Widma absorpcji niektérych ami-

nokwaséw: 1. adenina, 2. tryptofan, 3. ty-

rozyna, 4. histydyna, 5. arginina, 6. feny-
lalanina, 7. leucylglicyna, 8. prolina
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dzgcych w preparacie w

czasie nasSwietlania go om
promieniowaniem nadfio-
letowym. Wprawdzie roz-
ktad zwigzkéw puryno-
wych i pirymidynowych
zachodzi dopiero po kilku- 0.500
dziesieciu minutach Ilub
nawet godzinach naswiet-
lania promieniowaniem
nadfioletowym o duzym
natezeniu (10) (19), rys. 22
i 230 24, jezeli w zywej
komérce juz po kilku se-
kundach naswietlania na-
stepuja strukturalne
zmiany postaci, w jakiej
wystepujg zwigzki nukle-
inowe (denaturacja, zja-
wianie sie ziarnistosci itp.)
Zagadnienie to szczegodlnie
whnikliwie jest ujmowane
w ostatnich pracach ra-
dzieckich autorow (17).

Wyniki uzyskane w mikrospektro-
metrii i to szczeg6lnie przy stosowa-
niu techniki fotograficznej sg odzwier-
ciedleniem stosunkéw panujacych
w preparacie tylko dla czgsteczek
wiekszych od czterokrotnej dtugosci
fali promieniowania, a wiec wiek-
szych od 1 m Przy czgstkach komarki
mniejszych od 1 ja zjawiajg sie za-
ktocenia w wiernym odtwarzaniu
obiektu.

Wyniki uzyskane dotychczas przy
stosowaniu mikrospektrometrii po-
zwolity wejrze¢ w stosunki panujace
w rozktadzie zwigzkow nukleinowych
w komorce oraz skierowaly hipotezy
zwigzane z rolg kwaséw nukleino-
wych w komdrce na nowe tory.

0,700

0,600

0.400

\ \ on I

cza$ * minutach

Rys. 23. Pordwnanie szybkosci rozktadu réznych
pochodnych adeninowych w réznych warunkach
naswietlania promieniowaniem nadfioletowym

adenina

kwas nukleinowy
kwas adenilowy
odenozyna

Rys. 24. Porownanie szybkosci rozpadu
gwaniny i kwasu moczowego pod wpty-
wem promieniowania nadfioletowego
w zalezno$ci od Srodowiska
kwas moczowy w 0,1 n HC1
---kwas moczowy w 0,1 n NaOH

----------------- gwanina w 0,1 n HC1
....................... gwanina w 0,1 n NaOH
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Wigkszos$¢ prac dotyczacych mikrospektrometrii kwaséw nukleinowych
pochodzi z pracowni Casperssona (5 6) iz kilku pracowni radziec-
kich (17).

Pochtanianie w podczerwieni

Pochtanianie w podczerwieni zwigzane jest z mechanicznymi wiasno-
§ciami czasteczki. Zalezy od jej ruchdéw rotacyjnych, oscylacyjnych oraz
cd ruchéw atoméw wzgledem siebie. Zalezy takze od sity wigzania defi-
niowanej stata sitowg. Kazdy rodzaj drgan atoméw w czasteczce charak-
teryzuje sie pochtanianiem promieniowania o odpowiedniej diugosci fali;
o ile na drganie atomo6w tworzacych wigzanie chemiczne w matym stopniu
wptywa pozostata cze$¢ czasteczki, wtedy odpowiednie pasmo absorpcyj-
ne jest charakterystyczne dla danego rodzaju wigzan i jego potozenie moze
by¢ ujete wzorem

v— czestos¢ drgan

f — stata sitowa L= L _ L
j— masa zredukowana \Y i m2
rn — masy atomow

Zwykle potozenie maksimum absorpcji przesuwa sie w zaleznosci od bu-
dowy reszty czgsteczki.
Amplituda drgan atomow w czasteczce zalezna jest od temperatury
substancji. Wzmozony ruch atoméw oddziatuje na ruch sgsiednich atomdw.
Stad tez, im temperatura jest
wyzsza, tym pasma pochtaniania
sq bardziej rozmazane i szersze.
Dla odktadnej analizy jakos-
ciowej jest badaé widma absorp-
cji w temperaturach niskich (26)
(rys. 25).
Szczego6lnie ostatnio czesto pro-
wadzi sie badania w temperaturze
cieklego powietrza (26).
NajczeSciej przeprowadza sie

anp—- pomiary widm absorpcji w zakre-
Rys. 25. Zalezno$é widma absorpcji cy- sie °d 2 do 15 |x, najtatwiej dostep-
tozyny od temperatury nym ze wzgledow aparaturowych.

Optyka aparatury w tym zakresie
wykonana musi by¢ z soli kuchennej, za§ w konstrukcji uktadu optycznego
chetniej korzysta sie z wklestych zwierciadet niz z soczewek. Promienio-
wanie przechodzace przez substancje badang wykrywane jest przy pomocy
termoelementéow (bolometr, termopara itp.).
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Specjalne trudnosci nasuwa przygotowanie probki. Uzywanie rozpusz-
czalnikéw jest bardzo ograniczone ich witasng absorpcjg w zakresie pod-
czerwieni. Stosuje sie czasami oleje mineralne, cynkloheksanol i nieliczne
inne rozpuszczolniki. Najczesciej jednak przygotowuje sie cienkie btonki
(filmy) otrzymane przez nedestylowanie substancji badanej w wysokiej
proézni (10-5mm Hg) na ptytke z soli kuchennej. Rzadziej substancje ba-
dang w postaci proszku miesza sie z solg kuchenng w mozdzierzu i na-
stepnie prasuje na cienkg ptytke.

Takie postepowanie pocigga za sobg niekiedy zmiany substancji bada-
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Rys. 26. Widmo transmisji w podczerwieni dla tyminy, uracylu, cytozyny
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Rys. 27. Widmo transmisji w podczerwieni dla adeniny, gwaniny
(w postaci btonki i proszku), hipolesontyny i lesontyny

nej, spowodowane destylacjg lub tez nacigganiem wilgoci przez przygo-
towang do badania probke. By moc sprawdzi¢ wptyw tych czynnikdw
zwykle badanie w podczerwieni poprzedzane jest poréwnaniem widma
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absorpcji w nadfiolecie dla badanej substancji przed i po przygotowaniu
preparatu.

Wiekszo$¢ prac dotyczacych widm absorpcji zwigzkéw nukleinowych
w podczerwieni zostata wykonana w ostatnich 10 latach. Prace te prowa-
dzone przede wszystkim przez Blouta i Fieldsa (1, 2 27) dotyczyty
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Rys. 28. Widmo transmisji w podczerwieni dla adenozyny,
(w postaci btonki i proszku), hipolesontyny i lesontyny

widm pochtaniania wszystkich poprzednio wymienionych zwigzkéw nu-
kleinowych, a wiec zasad azotowych, nukleozydéw, nukleotydéw i kwa-
séw nukleinowych, jak to obrazujg przytoczone rysunki (rys. 26, 27, 28, 30).

Z przytoczonych wykreséow widac, ze widma proszkowe sg duzo mniej
wyrazne niz widma btonek. Poza tym rozpraszanie proszkéw uniemozli-
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wda uzyskanie miarodajnych widm w zakresie fal krotszych niz 5 [x
Wszystkie widma posiadajg charakterystyczne podobne pasma w I = 3\
6 i, 7 [x 8 |x ktdre przypisuje sie obecnosci w czasteczce wigzan OH, NH
B C- O, C=2C, C= N, (ok. 6\i) CH (6, 8 v), CCH3 (7, 24 n),
c-,C-0 (Ok. 8 .

Dla grupy aminowej NHo charakterystyczne jest pasmo przy trzech
(3 n) mikronach, wystepujace w widmie adeniny i gwaniny, za$ nie wy-
stepujace w widmie ksantyny.

Zasadnicze roznice pomiedzy indywidualnymi zwigzkami wystepuja
dopiero w zakresie 9 — 15 u, ktéry moze stuzy¢ do ich identyfikacji.
Szczeg6lnym przyktadem wykorzystania réznic absorpcji w tym zakresie
moga by¢é wnioski dotyczgce rodzaju sktadnika cukrowego zwigzkéw nu-
kleinowych (rys. 29 i rys. 30).
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Rys. 29. Widmo transmisji w podczerwieni d-rybozy

Ryboza charakteryzuje sie pochtanianiem w 1 = 9,2 [xi 11,7 ix, ktdrego
brak w zwigzkach dezoksy, ktdrych charakterystyczne pochtanianie wy-
stepuje w a = 98 M

Na zakonczenie nalezy podkresli¢, ze zebrany materiat nie wyczer-
puje catoksztattu badan spektrometrycznych w dziedzinie zwigzkéw nu-
kleinowych. U podstaw doktadnych prac ilosciowych stoi zawsze znajo-
mos¢ molowych wspo6tczynnikdw absorpcji, ktére nie zostaty tutaj przy-
toczone. Dla duzej ilosci zwigzkow nukleinowych, a przede wszystkim dla
kwaséw nukleinowych wspétczynniki absorpcji odnosi sie do jednego ato-
mu fosforu (ep) ze wzgledu na brak danych odno$nie ciezaru czasteczko-
wego. W ostatnich latach prowadzone sg badania spektrometryczne z uzy-
ciem S$wiatla spolaryzowanego. W uktadach zorientowanych (o czastecz-
kach ustawionych réwnolegle) pozwala to na powigzanie wielko$ci wspét-
czynnika absorpcji z wielkoscig czasteczki. Moze to mie¢ znaczenie dla
ustalenia ciezaréw czasteczkowych kwaséw nukleinowych. Najblizsze lata
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przyniosg niewatpliwie zastosowanie do badania zwigzkéw nukleinowych
coraz bardziej rozwijajacej sie techniki pomiaréw widm absorpcji w préz-
niowym nadfiolecie (100 — 200 | oraz w zakresie mikrofal (fale rzedu

milimetréow).
4000 2000 1000 800
5000 3000 1500 900 700
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Rys. 30. Widmo transmisji w pod-czerwieni dla kw
asu dezoksyrybo-nukleinowego (DRN) i kwasu rybo-
nukleinowego (RN)

Badania spektrometryczne zwigzkéw nukleinowych ograniczajg sie

u nas ze wzgledéw aparaturowych do sporadycznych pomiaréw w zakre-
sie bliskiego nadfioletu.
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ELZBIETA SEMPINSKA

Metody chromatograficzne
w dziedzinie kwaséw nukleinowych

Zaktad Biochemii Uniwersytetu tdédzkiego, £6dz, ul. Lindleya 6.

Chromatografia bibutowa

Wprowadzenie metod chromatograficznych stato sie do pewnego
stopnia punktem przetomowym w dziedzinie badan nad kwasami nuklei-
nowymi. Pozwolito ono na dokonanie szybkiego i precyzyjnego wglgdu
w ich skiad oraz budowe,.czego nie mozna byto osiagna¢ przy uzyciu
ucigzliwych, mato doktadnych metod chemicznych, wymagajacych duzych
ilosci materiatu wyjSciowego. Prace z zakresu chromatografii kwasow
nukleinowych oparte sg na metodyce chromatografii bibutowej, rozdziatu
na jonitach i kolumnach skrobiowych. Kolumny skrobiowe nie znalazty
szerszego zastosowania, tak ze dzisiaj stosujemy przewaznie albo rozdziat
na bibule, ktory ma te zalete, ze jest szybki, prosty i pozwala wykonaé
oznaczenia z bardzo matych ilosci materiatu wyjsciowego, lub rozdziat na
jonitach, gdy chcemy wyizolowaé wiegksze ilosci poszczeg6lnych sktadni-
kow.

Rozdziatowi chromatograficznemu poddajemy zwykle hydrolizaty kwa-
sow nukleinowych, zawierajgce zaleznie od sposobu hydrolizy: wolne za-
sady purynowe i pirymidynowe, wolne puryny obok nukleotyddéw piry-
midynowych, mieszaniny rybo- lub dezoksynukleozyddéw, mieszaniny
rybo- lub dezoksynukleotydow, a wreszcie i wieksze utamki kwaséw,
powstajgce przewaznie w procesach enzymatycznych.

Pierwsze prace chromatograficzne w dziedzinie kwaséw nukleinowych
oparte byty na zastosowaniu metod chromatografii bibutowej, ktora jest
dotychczas najbardziej rozpowszechnionym sposobem rozdziatu. Ogoélna
procedura nie rézni sie od zwyktej procedury chromatograficznej. Bibutg
zwykle stosowang jest Whatman Nr 1, niekiedy bibuta Schleichera
i Schulla Nr 597. Puryny i pirymidyny, wzglednie ich zwiazki, nakrapla
sie do oznaczen iloSciowych w ilosciach 20—50 j-ig poszczegdlnych zasad.

9* [131]
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Po rozwinieciu chromatogramu i odpedzeniu rozpuszczalnika w pradzie
cieptego powietrza, ustala sie rozmieszczenie rozdzielonych zwigzkow,
a nastepnie wycina sie z bibuty miejsca odpowiadajgce potozeniu poszcze-
golnych sktadnikéw i eluuje je roztworami kwasu solnego (najczesciej
IN lub 0,IN). ZawartoSci zwigzkéw w ekstraktach okresla sie na drodze
spektrofotometrycznej w ultrafiolecie (oznaczen puryn i pirymidyn do-
konuje sie najczesciej w roztworze 0,IN HC1, nukleotydéw w 0,01N HCL).
Odnosnik (blank) sporzadza sig, ekstrahujagc w analogiczny sposéb skrawki
czystej bibuty, wyciete z paskéw zanurzonych li rozwijanych w rozpusz-
czalniku réwnolegle do witasciwego chromatogramu.

Pierwsze prace nad rozdziatem puryn, pirymidyn i nukleozydow
Vischera i Chargaffa oraz Hotchkissa ukazaly sie w la-
tach 1947-48. Stosowanymi woéwczas rozpuszczalnikami byty mieszanki
kolidyny i chinoliny z wodg (Vischer i Chargaff (63), butanol
nasycony wodg (Hotchkiss (28)) oraz mieszaniny: morfoliny, dwu-
etylenoglikolu, butanolu i wody o réznych skiadach i réznych propor-
cjach (Vischer i Chargaff (64)) Tabl. L

Niektére z przytoczonych wyzej rozpuszczalnikow wyszty juz catko-
wicie z uzycia, jak np. chinolina i kolidyna, ktére stwarzajg te niedo-
godnos$¢, ze z powodu pochtaniania w nadfiolecie trzeba je bardzo do-
ktadnie usungé przed oznaczeniami spektrofotometrycznymi. Obecnie
najczesciej uzywanymi rozpuszczalnikami sg r6zne mieszanki alkoholi
alifatycznych z woda, kwasami, ewentualnie amoniakiem. Alkohole Zle
mieszajace sie z wodag stuzg do rozdzielania zasad purynowych i pirymi-
dynowych oraz nukleozyddw; nukleotydy w takich warunkach nie ru-
szajg sie z miejsca startu. Alkohole tatwiej mieszajace sie z wodg roz-
dzielajg zaréwno zasady i nukleozydy, jak i nukleotydy. Dodatek kwa-
sow wptywa na lepszy rozdziat mieszanin z wiekszg zawarto$cig guani-
ny, ktora jest Zle rozpuszczalna w roztworach obojetnych, szczeg6lnie
w obecnosci amoniaku.

Dla zorientowania sie podaje krétki przeglad najwazniejszych spos-
rod stosowanych uktadéw rozpuszczalnikdw.

Uktady z alkoholem butylowym normalnym — stuzace jedynie do
rozdziatu zasad i nukleozydéw (rybo- i dezoiksy).

Stosuje sie: butanol nasycony wodg, prowadzac niekiedy rozdziat
w atmosferze gazowego amoniaku (Hotchkiss (28), Vischer
i Chargaff (64, Markham i Smith (36), Buchanan (5),Die-
mianowskaja i Bietozietfskij (19), mieszanki alkoholu bu-
tylowego z kwasem solnym (Vischer i Chargaff (64), lub mréw-
kowym (90%> n-butanol nasycony wodg, 10°/0 kwas mréwkowy lodowa-
ty) Markham i Smith (36), Kritskij (34)) — te ostatnie na-
daja sie specjalnie do rozdziatu nukleozydéw. Mozna stosowac¢ takze mie-
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Tablica I
Rozdziat puryn i pirymidyn w roznych systemach rozpuszczalnikéw wg
Yischera i Chargaffa
NT Mle? Wartosci Rf
do. Szani- o Hipo-
o nado Uktad rozpuszczalnikow Ade- Gua- K Ksan- Ura- Cyto- Ty-
SW'a_d' roz- nina nina <°an- tyna cyl zyna mina
czenia o4, tyna
1 n n-Butanol (nasycony 0,28 0,074 0,17 0071 032 019 047
woda)
2. a 053 029 03 013 056 047 0,71
n-Butanol (3), morfoli-
na (1), woda (4)
3 n 053 029 035 014 055 046 0,73
2
4. a n-Butanol (45), morfo- 060 040 048 035 066 054 08
lina (1,5), dwuetyleno-
glikol (1), woda (2)
5. n 0,72 046 058 041 066 061 0,78
a 067 057 068 070 080 047 085
6 Kolidyna (nasycona
woda)
P7 n 062 056 063 063 077 042 0084
a Kolldyna (1) chinolina 0,55 0,41 0,58 0,63 0,73 0,17 0,80
(2) mieszanina nasyco-
na 15 cze$ciami wody,
9. n 034 022 044 062 074 021 084
10. n 053 027 042 027 060 045 0,77
n-Butanol (4), dwuety-
lenoglikol (1), woda (1)
11. n 052 023 031 015 050 050 070
12. n-Butanol (4), dwuety- 920 008 029 03l 060 034 074
lenoglikol (1), 0,IN
HC1 (1)
13. n-Butanol (nasycony 0,032 0,006 0,054 009 030 003 044
0,IN HC1)

szanki butanolu z amoniakiem (6 objetosci butanolu, 1 objetos¢ 0,6 N
amoniaku, atmosfera amoniakalna) (Chargaf f, Lipshitz i wspoipr.
(J1)) oraz n-butanol nasycony 10%-owym roztworem mocznika (Car-
ter (10)). Rozdziat prowadzony w atmosferze amoniakalnej lub z do-
datkiem amoniaku do rozpuszczalnika nie jest odpowiedni do ilosciowych
prac z guainina.
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Alkohole butylowy Il i lll-cio rzedowy (mieszajace sie z wodg w wiek-
szych proporcjach) znalazty rowniez zastosowanie w chromatografii kwa-
séw nukleinowych. Szczegdlnie waznym jest uktad Smitha i Mark-
hama (50), w sktad ktérego wchodzi alkohol butylowy Ill-cio rzedowy
(70% obj./obj.), kwas solny i woda w takich proporcjach, aby caly roz-
twor byt 0,8N wzgledem HC1. Metoda ta daje dobry rozdziat na stosun-
kowo krotkim odcinku guaniny, adeniny, kwasu cytydylowego i urydy-
lowego, nadaje sie wiec dobrze do rozdziatu produktéw hydrolizy kwa-
séw nukleinowych w stabych kwasach mineralnych w temp. 100°. Nie
daje ona tzw. ,ogonow*“ nawet przy guaninie i z powodu kwasnego $ro-
dowiska nie wymaga neutralizowania hydrolizatdw nakraplanych na bi-
bute. Smith i Markham przy uzyciu tej metody analizowali kwas
rybonukleinowy drozdzowy oraz kwasy nukleinowe réznych wiruséw ros-
linnych. Metodg tg postugiwato sie rowniez szereg innych autorow
(Knight (31), Hamoir (24), Whitfelt (58) itd.).

Warto$ci Rf w rozpuszczalniku: alkohol butyl.-woda-kwas solny sg
nastepujace:

guanina — 0,21 kwas cytydylowy — 0,48
adenina — 0,32 kwas urydylowy — 0,79

Rozdziat podobny do tego, jaki otrzymujemy w ukfadzie Smitha -
-Markhama daje nam rozpuszczalnik wprowadzony przez Wyalla
(61), oparty na bazie alkoholu izopropylowego. W skiad jego wchodzi:
alkohol izopropylowy (65% obj./obj., absolutnego, 68% obj./Jobj. —
95%-owegoi), woda i kwas solny w takich proporcjach, by caty koncowy
roztwér byt 2N wzgledem HC1. Ukiad ten nadaje sie réwniez przede
wszystkim do rozdziatu hydrolizatow, w ktérych obecne sg puryny obok
wolnych nukleotydéw pirymidynowych. Rf poszczegdlnych zwigzkow
w tym ukiadzie podane sg w tablicy Nr 2.

Rozpuszczalnik Wyatta jest jeszcze bardziej rozpowszechniony niz
Smith a-Markhama. Wyatt =zanalizowat tg metodg r6zne kwasy
dezoksynukleinowe zwierzece, niektdre roslinne oraz szereg kwaséw de-
zoksynukleinowych bakterii i wiruséw. Stwierdzit on przy tym wyste-
powanie 5-metylocytozyny w kwasach DN zwierzecych i ro$linnych, a jej
brak w kwasach DN bakterii i wiruséw oraz kwasach rybonukleinowych;
w 1953 r. wykryt obecno$¢ 5-hydroksymetylocytozyny w bakteriofagach
Bacterium coli. Szereg innych autoréw stosowato takze te metode do ana-
lizy kwasow dezoksynukleinowych, rozdziatlu mononukleotydéw oraz ma-
tych polinukleotydéw (Smith, Stok er (53), Smith, Wyatt (54),
Markham, Smith (40, Brown, Dekker, Todd (4
Wyatt, Cohen (62), Schram, Kerekjarto (48).

Na bazie alkoholu izopropylowego oparty jest réwniez rozpuszczalnik
wprowadzony przez Markhama i Smitha w roku 1952 (39). Skia-
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Tablica 2
Warto$¢ Rf sktadnikéw kwaséw nukleinowych w rozpuszczalniku Wyalla

Puryny: Rf

(Whatman Nr
Guanina 0,25
Ksantyna 0,25
Hipoksantyna 0,31
Adenina 0,36
Pirymidyny:
Cytozyna 0,47
5-Metylocytozyna 0,55
Uracyl 0,68
Tymina 0,77

Nukleozydy i nukleotydy

Cytydyna 0,50
Dezoksycytydyna 0,63
Kwas cytydylowy 0,61
Kwas urydylowy 0,79

da sie on z alkoholu izopropylowego (70% obj./iobj.) i wody (30% obj./obj.)
z doctatkiem roztworu NH3, na dno komory chromatograficznej (0,35 ml
roztw. NH3 o gest. 0,880 g/cm3 na kazdy 1 litr przestrzeni gazowej ko-
mory). Mieszanina ta rozdziela rybonukleotydy i mate rybopolinukleo-
tydy, a takze takie utamki kwasow nukleinowych, jak: dezoksydwunu-
kleotydy i fosfodwunukleozydy (Smith, Markham (51), (52), cy-
kliczne nukleotydy (Brown, Magrath, Todd (8)) i estry fosfo-
rowe nukleotydéw (Brown, Heppel Hilmoe (7)). Okazata sie
wygodna przy badaniu produktéw trawienia kwasu RN rybonukleazg.

Innym, wzglednie waznym uktadem rozpuszczalnikbw wprowadzo-
nym przez Markhama i Smitha jest uktad, ktérym izopropanol
jest jedynie drobnym dodatkiem, a podstawe stanowi nasycony roztwor
siarczanu amonu (37). Sktad jego jest nastepujacy: nasycony roztwor siar-
czanu amonu — 79% obj./obj., IM ootan sodu — 19% obj./obj., izopro-
panol — 2% obj./obj. Mieszanina ta rozdziela miedzy innymi izomery
2' i 3' kwasow: adenylowego, guanylowego i cytydylowego oraz estry
tych izomeréw, a takze cykliczne fosfonukleozydy od zwyktych fosfonu-
kleozydow (Whitfeld, Markham (59), Heppel, Mark ham,
Hilmoe (27), Markham, Smith (39), (40), (41). Mozna jg réwniez
stosowaé¢ do rozdziatu adenozyny, 5-fosfoadenozyny, dwufosfoadenozyny
i trojfosfoadenozyny.

Alkohol propylowy normalny byt réowniez wyprébowany jako roz-
puszczalnik przede wszystkim w mieszaninach z wodg, kwasem mrow-
kowym i solnym. Mieszanki te jednakze nie odegraty wiekszej roli w ba-
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daniach nad kwasami nukleinowymi. Stosowat go rowniez w roztwo-
rach z alkoholem tetrahydrofurfurylowym oraz buforami o réznych pH
Carpenter (9) do rozdzialu puryn, nukleozydéw i nukleotydéw (obok
alkoholu izoamylowego). Specjalng pozycje stanowig w dziedzinie chro-
matografii kwaséw nukleinowych prace Cartera (10). Carter przv
pomocy wprowadzonych przez siebie ukltadow rozdzielit po raz pierwszy
kwas adenylowy z kwasu drozdzowego na dwa izomery 2' i 3.

Rozpuszczalnikami Cartera sg uklady dwufazowe, skiladajgce sie
z buforéw cytrynianowych lub fosforanowych, nasyconych alkoholem izo-
amylowym, pokrytych warstewka pozostajgcego w nadmiarze alkoholu
(tabl. 3). Koniec paska bibuty wprowadzony do roztworu przechodzi jed-

Tablica 3.

Rozpuszczalniki oraz wartosci Rf sktadnikéw kwaséw nukleinowych wg metody

Cartera
5% cytry- 5% cytry- 50 KH® 04
nian amonu nian amonu 5% KH2P 045% Na2H P04
Zwigzek pH 3,6 pH 9,6 alkohol — alkohol pH 7.0

— alkohol ~— alkohol izoamylowy izoamylowy T alkohol

. . izoamylowy

izoamylowy izoamylowy
Adenina 0,69 0,37 0,53 0,44 0,42
Guanina 0,50 0,37 0,00 0,02 0,02
Uracyl 0,72 0,72 0,78 0,73 0,74
Cytozyna 0,83 0,72 0,79 0,73 0,74
Tymina 0,72 0,72 0,77 0,73 0,74
Adenozyna 0,68 0,52 0,58 0,54 0,53
Guanozyna 0,66 0,59 0,68 0,62 0,64
Urydyna 0,80 0,80 0,88 0,79 0,80
Cytydyna 0,86 0,77 0,88 0,76 0,80
Kwas adenylowy a 0,74 0,65 0,72 0,74 0,74
Kwas adenylowy b 0,74 0,60 0,81 0,67 0,63
Kwas guanylowy 0,80 0,73 0,87 0,79 0,78
Kwas cytydylowy 0,89 0,82 0,93 0,85 0,86
Kwas urydylowy 0,89 0,82 0,93 0,85 0,86
Hipoksantyna 0,63 0,49 0,52 0,57 0,59
Ksantyna 0,52 0,45 0,56 0,49 0,42

noczes$nie przez dwie fazy: wodng i alkoholowg. Uklady Cartera moga
stuzy¢ do rozdziatu puryn, pirymidyn, nukleozydoéw i nukleotydow, z tym
ograniczeniem, ze nie rozdzielajg kwasu cytydylowego i urydylowego.
Oznaczenia poszczeg6lnych nukleotydéw pirymidynowych mozna jed-
nakze dokona¢ eluujgc je w postaci mieszaniny, a nastepnie przeprowa-
dzajagc oznaczenia spektrofotometryczne w dwoch diugosciach fal.
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W tym krdtkim, przegladzie nalezy wspomnie¢ o rozpuszczalnikach
wprowadzonych przez Magasanika i wspotprac. (42), oraz Boulan-
gera i Montreuila (3) w ich pracach nad rozdziatem rybonukleo-
tydéw. Sg one dos$é specyficzne, gdyz nie opieraja sie na bazie alkoho-
lowej. Rozpuszczalnikiem Magasanika, Vischera i wspotpr.
jest kwas izomastowy, zobojetniony wodg amoniakalng do pH 3,6—3,7.
W uktadzie tym jednak kwas guanylowy i urydylowy pozostajg nieroz-
dzielone. Dostatecznie dobry rozdziat 4 nukleotydéw otrzymujag Boulan-
ger i Mont reudi Podstawg ich ukladow jest fenol (taibl. 4).

Tablica A4
Wartosci Rf nukleotydéw w uktadach Boulangera i Montreuila
Rf (20 — 22°C)

Uktad rozpuszczalnikéw

h3od U+ G+ C A
Fenol (80) — lzopropanol (10) 0,17 0,33 0,44 0,50 0,64
— kwas mrowkowy (10) — woda do 0,18 do 0,34 do 0,45 do 0,54 do 0,65
(100)
Fenol (85) — Izopropanol (5) 0,22 0,37 0,49 0,58 0,70

— kwas mrowkowy (10) — woda do 0,23 do 0,38 do 0,50 do 0,59 do 0,71
(100)

Fenol (84) — butanol Ill-ciorze- 0,22 0,35 0,46 0,57 0,70
dowy (6) — kwas mréowkowy (10)

— woda (100)

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

U — kwas urydylowy, G — kwas guanylowy, C — kwas cytydylowy, A — kwas
nylowy. + Kwas urydylowy i guanylowy dajg czesto podwdéjne plamy.

Odczynniki zmieszane w podanych w tablicy proporcjach rozdzielajg sie
na dwie fazy. Faza fenolowa uzywana jest do rozdziatu chromatograficz-
nego, faze wodng nalewa sie na dno komory chromatograficznej w celu
wytworzenia odpowiednio nasyconej rozpuszczalnikiem atmosfery. Po-
wyzszy rozdziat chromatograficzny tgczy sie w celu otrzymania wyni-
kéw ilosciowych z oznaczeniami fosforu nukleotydowego w odpowied-
nich wycinkach chromatogramu. Pochtanianie fenolu w ultrafiolecie unie-
mozliwia, niestety, przeprowadzenie oznaczen spektrofotometrycznych.
Przy uzyciu opisanej metody Boulanger i Montreuil zanalizo-
wali kwas rybonukleinowy watroby i trzustki bydlecej. Rozdziatem de-
zoksynukleotydow zajmowali sie miedzy innymi Shive, Sibley
i Rogers (49), stosujac jako rozpuszczalnik 65% 2,6-lutydyne. We
wszystkich wypadkach, gdzie analiza chromatograficzna jednokierunko-
wa nie daje wystarczajaco dobrych rezultatbw, mozemy stosowac rozwi-
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niecie chromatograméw w dwdch kierunkach. Chromatografie dwukie-
runkowg stosowato szereg autoréw, postugujac sie r6znymi kombinacjami
z omowionych rozpuszczalnikow. Dla przyktadu podaje kilka uktadow:

Carter (10): 1 butanol nasycony 10%-owym roztworem mocznika,
2. 5°/a-owy roztwdor Na2HPU4 z warstewka alkoholu izoamylowego. Sy-
stem ten stuzy do rozdzialu puryn, pirymidyn, nukleozyddéw i nukleo-
tydow.

Boulanger (3): 1L alkohol izopropylowy (lub butylowy Ill-cio rze-
dowy) - woda - HCL. 2. jeden z rozpuszczalnikéw fenolowych. System stuzy
do rozdziatu irybonukleotyddw.

Markham i Smith (36): 1. Butanol nasycony wodg 90%, lodo-
waty kwas mrowkowy (10°/0). 2. Butanol nasycony wodg (atmosfera amo-
niakalna). System stuzy do rozdziatu puryn, pirymidyn i nukleozydow.
Chromatografia dwukierunkowa znalazta miedzy innymi zastosowanie
przy rozdziale wszystkich estrow fosforowych adenozyny i inozyny
(Deutsch, Nilson (18). Analiza jednokierunkowa nie daje w tym
wypadku wystarczajagco dobrych rezultatéw.

W Zaktadzie Biochemii Uniwersytetu tdédzkiego wyprébowano z do-
brym skutkiem: metody Cartera oraz Wyalla do rozdziatu puryn
(adeniny, guaniny, hipoksantyny i ksantyny), metode Boulanger a-
-Montreuila do rozdziatu nukleotydow. Nalezy zaznaczy¢, ze w wy-
padku jednoczesnego rozdziatu adeniny, guaniny, hipoksantyny i ksan-
tyny metoda Wyalla nie daje zupetnie dobrych wynikdw ze wzgledu
na zbyt geste nagromadzenie plam na zbyt krétkim odcinku. Doskonale
natomiast rozdziela guanine od adeniny w nieobecnosci hipoksantyny
i ksantyny. Metoda Cartera w ukiadach bufor fosforanowy - alko-
hol izoamylowy daje dobry rozdziat 4 puryn, z tym Ze guanina jest za-
nieczyszczona, gdyz pozostaje ona w miejscu startu. Rozpuszczalniki
Boulangera w zastosowaniu do nukleotydéw daty rezultaty bez za-
rzutu.

Konczac ten krotki przeglad najwazniejszych rozpuszczalnikdw nale-
zy zaznaczy¢, ze pominieto tutaj szczegO6towe oméwienie metod posSwie-
conych specjalnie rozdziatowi estréw wielofosforowych nukleozydéw,
gdyz nie sg one sktadnikami kwaséw nukleinowych.

Wywotywanie chromatogramow

Potozenie rozdzielonych na chromatogramie zwigzkow okresla sie przy
uzyciu metod optycznych lub testéw chemicznych. Obecnie najbardziej
rozpowszechniona jest metoda optyczna Markham a-Smitha (36),
(38). Podstawag metody jest wykorzystanie zjawiska pochtaniania przez
zwigzki purynowe i pirymidynowe promieni nadfiotkowych o dtugosci
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okoto 250 mfi. Pasek bibuty po rozdziale chromatograficznym rozpina sie
na papierze Swiattoczutym i przesSwietla lampg kwarcowg zaopatrzong
w filtr (przepuszczajacy promienie o dtugosci fali 254 i 265 mu. Filtr taki
mozna tatwo zmontowa¢ w kazdym laboratorium. Skfada sie on z dwoch
naczyniek kwarcowych. W jednym, ustawionym tuz za otworem w prze-
stonie, znajduje sie roztwor siarcza-
néw niklu i kobaltu (ch. cz.) w dru-
gim, przylegajacym do niego, zawar-
ty jest gazowy chlor lub roztwor chlo-
ru w CCU. Promienie przechodzac
przez pasek bibuty zostajg pochtonie-
te w miejscach, gdzie znajduja sie

N—, —

Rys. l1la. Schemat urzadzenia do oznaczania potozenia na chromatogramach zwigz-
kéw purynowych i pirymidynowych metoda optyczng w ultrafiolecie. Rys. 1b. Filtr
optyczny na zakres ca 2500 A.

rozdzielone zasady lub ich zwigzki. Po wywotaniu otrzymujemy na pa-
pierze Swiattoczutym obraz chromatogramu. Na ciemnym tle wida¢ biate
plamy, odpowiadajace potozeniu rozdzielonych sktadnikéw. Schemat urza-
dzenia podano na rysunku.

Opisana metoda posiada nastepujgce zalety: 1° nie niszczy rozdzielo-
nych na chromatogramie zwigzkéw. 2° pozwala na jednoczesne wykrycie
zasad, nukleozydéw i nukleotyddéw. 3° jest bardzo czuta. W wypadku,
gdy nie zalezy nam na oznaczeniach ilosciowych, a chcemy jedynie usta-
li¢ potozenie rozdzielonych substancji, wowczas zamiast sporzadzac¢ zdje-
cie chromatogramu na papierze Swiattoczutym, mozna pasek bibuty spry-
skaé roztworem fluoresceiny. Swiatto z lampy po przejéciu przez filtr
wywotuje silng fluorescencje paska. W miejscach gdzie znajdujg sie roz-
dzielone zwigzki purynowe i pirymidynowe powstajg ciemne plamy na
skutek pochtaniania padajgcych promieni. Obok metod optycznych zna-
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ny jest caly szereg testéw chemicznych stuzacych do wywotywania chro-
matogramow.

Dla puryn i pirymidyn mamy dawny test rteciowy podany przez
Vischera i Chargaffa (64). Polega on na przeprowadzeniu roz-
dzielonych zwigzkéw w nierozpuszczalne sole rteciowe i nastepnie rozto-
zeniu powstatych komplekséw rteciowych siarczkiem amonu. W wypad-
ku, gdy rozdzielanymi zwigzkami sg puryny, chromatogram zanurza sie
do 0,25 M roztworu azotanu rteci w 0,5N HNO3. Nadmiar azotanu wyptu-
kuje sie w 0,5N kwasie azotowym, a nastepnie w wodzie. Po wyptukaniu
przecigga sie bibute przez nasycony roztwér siarczku amonowego. Wow-
czas w miejscach, gdzie znajdowaty sie zasady purynowe tworzg sie ciem-
ne plamy siarczku rteci. Je$li rozdzielanymi zwigzkami sg pirymidyny,
woéwczas chromatogram zanurza sie do zbuforowanego roztworu 0,0IM
octanu rteci o pH 6,2. Taki roztwdr przygotowuje sie przez zmieszanie
1 czesci 0,1M roztworu octanu rteci z 3 cze$ciami IM roztworu octanu
sodu i 6 czeSciami wody. Nadmiar octanu rteci wyptukuje sie wodg w cig-
gu 20 sek. i przecigga przez iroztwér siarczku amonu. Granica wykrywal-
nosci puryn i pirymidyn wynosi 5 (Jig dla tyminy 10 |ig.

Obok testu rteciowego stosuje sie dzisiaj dla wykrywania puryn test
dwuchromianowy (45), polegajacy na powstaniu barwnych komplekséw
miedzy purynami i chromianem srebra wytwarzanym w czasie wywoty-
wania. Chromatogram zanurza sie w roztworze azotanu srebra (2°/0), a na-
stepnie w kapieli zawierajgcej dwuchromian sodu (0,5%). Woéwczas AgNOs,
daje z dwuchromianem chromian srebra, a puryny gcza sie z nim na nie-
rozpuszczalny brgzowy kompleks. Nadmiar chromianu srebra wymywa
sie 0,5N HNO3. Kompleks purynowy pozostaje nierozpuszczalny w postaci
bragzowej plamy. Metoda jest czulsza od metody Vischera - Char-
gaffa. Ostatnio Wood (60) opracowat metode wykrywania na chro-
matogramach zwigzkéw purynowych i pirymidynowych, ktdre posiadajg
wolny pierscien imidazolowy lub grupe aminowg w pierscieniu pirymidy-
nowym. Metoda ta jest przede wszystkim uzyteczna w zastosowaniu do
wykrywania zasad purynowych, ktére dajg wyrazne plamy juz w iloSciach
0,5 ng. Metoda polega na zastosowaniu odczynnika zawierajgcego roztwor
azotanu srebra oraz btekit bromofenolowy (0,2 g btekitu bromofenolowe-
go w 50 ml acetonu + 50 ml 2°/0 roztworu wodnego AgNOa). Zwiazki
kompleksowe srebra z zasadami purynowymi lub pirymidynowymi adsor-
bujg silnie barwnik dajgc niebieskie plamy po zanurzeniu chromatogra-
mu do odczynnika, wysuszeniu w temp. pokojowej oraz wyptukaniu w wo-
dzie destylowanej. Odczynnik ten stuzy rowniez do wykrywania chlor-
k6w w mieszaninie poddawanej rozdzialowi chromatograficznemu. Po-
wstajacy podczas wywotywania chlorek srebra daje z biekitem bromofe-
nolowym plamy o zabarwieniu fioletowym. Rybonukleozydy i ich 5-fosfo-
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rany moga by¢ wykrywane przy uzyciu testu nadjodanowego (Bucha-
nan, Dekkeir, Long (6). Chromatogram spryskuje sie kolejno 2°/o-
owym roztworem nadjodanu, oraz odczynnikiem Schiffa (roztwor
wodny rozaniliny odbarwiony SO2), a nastepnie ogrzewa sie w 90° przez
10 min. Po pewnym czasie pojawiajg sie na chromatogramie czerwone
plamy. Do wywotania tej reakcji konieczna jest obecno$¢ dwoch wolnych
grup OH przy weglu 2 i 3 rybozy, ktére zostajg utlenione przez nadjodan
do grup aldehydowych. Te ostatnie reagujg z odczynnikiem Schiffa

Rybozydy i dezoksyrybozydy mogg by¢ rowniez wykrywane przy za-
stosowaniu reakcji Biata na ryboze i cysteinowej na dezoksyryboze
(Stumpf (56), Buchanan, Dek ker, Long (6).

Oznaczenia potozenia nukleotydéw dokonuje sie przy uzyciu testu mo-
libdenowego lub testu opartego na zastosowaniu chlorku Zzelazowego
i kwasu sulfosalicylowego. Test molibdenowy jest metodg wywotywania
wprowadzong przez Hanesa i Isherwooda dla fosforylowanych
cukréw, a zastosowana jako test na nukleotydy przez Boulangera
i Montreuila (3). Chromatogram spryskuje sie ’odczynnikiem,
w skiad ktérego wchodzi: kwas nadchlorowy ch. cz. (d — 1,61) : 5 ml;
kwas solny IN :10 ml.; roztwor molibdenianu amonu 4°0 :25 ml; woda
destylowana : 60 ml. Estry fosforowe hydrolizuje sie nastepnie przez
ogrzewanie w 85° lub wystawienie paska bibuty na dziatanie promieni
stonecznych. Uwolniony w ten sposéb kwas fosforowy daje z molibdenia-
nem kompleks nabierajgcy zabarwienia niebieskiego. Intensywno$¢ zabar-
wienia mozna zwiekszy¢ przez dziatanie gazowego HoS.

Test oparty na zastosowaniu roztworéw chlorku zelazowego i kwasu
sulfosalicylowego (W ade, Morgan (57) polega na wytworzeniu zwigz-
kéw miedzy jonami Fe*" i grupami fosforanowymi (przez zanurzenie pa-
ska w roztworze FeCla). Nadmiar jonéw zelazowych daje barwne zabar-
wienie z kwasem sulfosalicylowym (po zanurzeniu w roztworze kwasu).
Nukleotydy uwidoczniajg Sie w postaci biatych plam na blado fioletowym
tle bibuty. Zabarwienie powstaje tylko w zakresie pH 15— 2,5. Czutos¢:
1,2 mg fosforu na pow. 1 cm2.

W wypadku, gdy zwigzki rozdzielane zawierajg izotopy promienio-
twdrcze potozenie ich okresla sie przy pomocy licznika Geigera- Miil-
lera lub tez metodg autoradiografii. Zasada autoradiografii polega na
wywotywaniu biony przez pierwiastki promieniotworcze z bibuty. Miej-
sca zetkniecia btony z pierwiastkami promieniotwdrczymi zaznaczajg sie
jako ciemne plamy.

Niekiedy zachodzi konieczno$¢ zidentyfikowania na chromatogramie
zwigzkéw adeniny. Postugujemy sie wéwczas nowg metodg Gerlacha
i Doringa (22), polegajacg na reakcji utlenienia adeniny do barwnych
pochodnych. Chromatogram spryskuje sie roztworem KMno04 (70 mg na
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100 ml wody), umieszcza sie na 15 sek. w czystym CI2 i ogrzewa w 100°.
Zwigzki adeniny barwig sie z6to lub pomaranczowo. Kolejne spryskanie
roztworem KOH daje zabarwienie czerwone. W Zakladzie Biochemii
Ut zostaly wyprobowane: metoda rteciowa w zastosowaniu do puryn
i pirymidyn, test molibdenowy w zastosowaniu do nukleotydow oraz me-
toda optyczna Markhama - Smitha.

Chromatografia na jonitach

Metody chromatografii jono-wymiennej znalazty zastosowanie w dzie-
dzinie kwaséw nukleinowych po roku 1948. Rozpowszechnity sie one
przede wszystkim w Ameryce. Gtéwnym przedstawicielem szkoly amery-
kanskiej stat sie Cohn, ktdry wniost do dziedziny kwaséw nukleinowych
swoje szerokie dosSwiadczenie nabyte przy rozdziale pierwiastkow ziem
rzadkich oraz radioaktywnych izotopéw. Metoda rozdziatlu na wymienia-
czach okazata sie wkrotce niemal niezastgpiona wszedzie tam, gdzie cho-
dzito o otrzymywanie w wiekszych ilosciach czystych preparatéow, trudnych
do otrzymywania na drodze chemicznej. Chromatografia na jonitach jest
mniej znana dla przecietnego biochemika niz chromatografia bibutowa.
Stwarza to konieczno$¢ nieco szerszego omdwienia zaréwno stosowanych
zywic, jak i techniki pracy. Zywicami najczesciej stosowanymi do roz-
dziatu sktadnikow kwaséw nukleinowych sg zywice o witasnosciach silnie
kwasnych lub silnie zasadowych, wytwarzane zwykle przez kopolimery-
zacje styrenu z dwuwinylobenzenem i doczepienie do powstatej w ten
spos6b nieaktywnej tréjwymiarowej siatki czynnych grup o wiasnos$ciach
jono-wymdennych. Rys. 2. (a i b).

Takimi grupami czynnymi sg w wypadku silnie kwasnego wymienia-
cza kationowego grupy sulfonowe, w wypadku silnie zasadowego wymie-
niacza anionowego najczesciej grupy czwartorzedowych soli amoniowych.
lloSci dwuwinylobenzenu uzywane do syntezy moga by¢ rézne. W wypad-
ku gdy rozdzielamy substancje o wiekszych czasteczkach, np.: dwu-,
trojnukleotydy itp., wskazane jest uzywaé zywicy o mniejszej zawartosci
dwuwinylobenzenu (2 — 3%), gdyz wowczas siatka polimeru jest rzadsza
i wieksze czgsteczki tatwiej moga przenikaé do wewnagtrz i tam podlegaé
wymianie.

Do wymieniaczy typu kationitow o podanej wyzej budowie nalezg sto-
sowany czesto przy rozdziale puryn i nukleozydéw Dowex 50'; do amoni-
tow: Dowex 1, Dowex 2 oraz Amberlit IRA-400, uzywane gtdwnie przy
rozdziale nukleotyddw.

Amonity, jak Dowex 1, Dowex 2, uzywane sg zarowno w formie chlor-
kow (rys. 2), jak i w formie mrowczanéw i octanéw. Wdwczas miejsce jo-
nu CI' zastepuje jon HCOO'Bewent. CH3COO\ Jony wodorowe z grup
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SO3H kationitow oraz jony Cl/, HCOO/ itp. anionitbw moga by¢ wy-

mieniane w trakcie analizy na jony posiadajgce tadunek tego samego zna-
ku, znajdujace sie w roztworze nalanym na kolumne. Procesy wymiany

0) - CU- CH2- CH—CH2- CH- CH2- CH- CH2~ CH~CH2-

CH-CH2-CH-CH2- CH-CH2- CH- CH2- CH-CH

- CH- CH2- CH- CH2- CH- CH2- CH- CH2- CH-CH2-

-CH-CH2-
100 %
Ag2s04
SO3H
CH-CH2- - CH- CH2-
+ CH3OCH2Cl  -------- > | +CH30OH
CH2C
-ch-ch2- -ch-ch2-
*R,N
ch2ci chanri

Rys. 2 a. Siatka polimeru wytworzonego przez kopolimery-

zacje styrenu z dwuwinylobenzenem. Rys. 2 b. Reakcje pro-

wadzace do przytgczenia czynnego grup sulfonowych oraz
czwartorzedowych soli amoniowych do siatki polimeru.

maja ten sam charakter co procesy zachodzace miedzy zwyktymi elektro-
litami i mozna je przedstawi¢ w postaci réwnan, np. dla kationitu:
(Kt'+ H) + (Me' + x*) = (Kt' + Me) + (H*+ x
Kt — reszta kationitu
Me' — jon dodatni
X' — jon ujemny
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Wymieniacz w postaci uwodnionej stanowi zel wypetniony elektroli-
tem, gdyz w srodowisku wodnym grupy czynne podlegajg dysocjacji. Czes¢
jonoéw jest unieruchomiona i na state przytwierdzona do siatki polimeru.
Struktura wymieniacza — kationowego uwidoczniona jest na rys. 3.

W reakcjach wymiany istnieje $cista selektywnos¢, ktora stanowi pod-
stawe chromatograficznego rozdziatu. Niektére z jonéw sa tatwiej wy-
chwytywane przez wymieniacz, majg wieksze do niego powinowactwo,

niz jony pozostate. W pierwszym przy-
blizeniu mozna powiedzie¢, ze w roz-
tworze zelu wymieniacza nagromadzajg
sie chetniej jony obdarzone wiekszym
tadunkiem, a w wypadku tego samego
tadunku, jony o mniejszym promieniu
w stanie uwodnienia. Decydujgcg role
odgrywaja jednakze niejednokrotnie i
inne czynniki, jak struktura, rozpusz-
czalnos$¢ itp.

Nukleotydy i ich produkty degrada-
cji, jak nukleozydy lub zasady, zawiera-
ja jednocze$nie kwasowe i zasadowe

Rys. 3. Struktura wymieniacza ka- grupy, Czy” moga byé, zaleznie od $ro-

tionowego (Dowex 50). dowiska, kationami lub anionami. Po-

zwala to na uzycie do ich rozdziatu za-

rowno wymieniaczy kationowych jak i anionowych. Decydujacym czyn-

nikiem jest pH $rodowiska okre$lajgce stopied dysocjacji grup, a tym sa-

mym i tadunek czastki. Wielko$¢ tego tadunku bedzie z kolei decydowata
0 powinowactwie poszczegélnych zwigzkéw do jonitu.

Przy rozdziale na kolumnie nalezy wybraé¢ taki uktad warunkéw,
w ktérych kazdy ze skladnikéw (zasad, nukleozydéw lub nukleotydow)
bedzie miat inng zdolno$¢ wymienng w stosunku do jonéw wymieniacza.
Technika pracy na kolumnie jest wzglednie prosta. Zywice stosuje sie
w postaci drobnych ziarenek o mniej wiecej jednakowej $rednicy (nie-
kiedy setne czeSci mm), uzyskanych dzieki przesianiu przez odpowiednie
sita.

Zywice bezpoérednio przed uzycieni nalezy przeprowadzi¢ w odpo-
wiednig forme np. kationit w forme wodorowg, anionit w forme chlorku,
mréwczanu lub octanu. Osigga sie to przemywajgc kolumne roztworami
kwasow: solnym, mrowkowym lub octowym, niekiedy roztworami odpo-
wiednich soli. Roztwory te musza by¢ bardziej stezone od jakichkolwiek
uzytych nastepnie w doswiadczeniu. Absorpcji zwigzkéw podlegajgcych
rozdziatowi dokonuje sie z roztworéw o mozliwie niskiej sile elucji. Przy
wymywaniu skitadnikdw z kolumny site elucji roztworu wymywajacego
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zwieksza sie stopniowo. Mjozna przy tym zmieniaé wartosci pH, lub tez
zwiekszac stezenie jonu wymywajgcego przez dodatek soli.

Anionit w formie chlorku przemywa sie roztworami zawierajacymi jon
Cl', mréwczanu — jon HCOOQO', octanu — jon octanowy. Kaitionit w for-
mie wodorowej kwasami, najczesciej kwasem solnym.

Frakcje wychodzace z kolumny, w skitad ktdrych wchodza rozdzielone
produkty hydrolizy kwaséw nukleinowych, analizuje sie przy pomocy
spektrofotometru, mierzac gestos¢ optyczng w jednej lub wiecej diugosci
fali, w zakresie 240 — 280 m|.i.

Zasadniczy schemat kolumny wyglada jak na rys. 4.

PoszczegOlne czesci uktadu mogg by¢ oczywiscie odpowiednio skompli-
kowane. Gorny zbiornik jest czesto przystosowany do automatycznej
zmiany rozpuszczalnika oraz regulacji
doptywu. Odbieralniki z automatyczng
zmiang naczyniek pozwalajg obecnie na
kolejne pobranie do 400 probek roztwo-
ru wychodzacego z kolumny. Regulacji
szybkoSci wyptywu dokonuje sie czesto
przy uzyciu cisnienia. Pierwsze prace
dotyczace zastosowania wymieniaczy
w dziedzinie badan nad kwasami nuklei-
nowymi ukazaty siew 1948 r. E1lmore
(21), a niezaleznie Harris i Tho-
mas (25) zastosowali jonity do otrzy-
mywania nukleozydéw pirymidynowych
na skale preparatywng. Stosowanym jo-
nitem byt Zeo Karb 215. Absorpcji do-
konuje sie z roztworu wodnego — wow-
czas cytydyna, zawierajagca grupy zasa-
dowe, zostaje zatrzymana przez wymie- Rys , Zasadniczy schemat wy.
macz, a urydyna, ktorej grupa hydro- miennika.
ksylowa jest kwasna, przechodzi przez
kolumne i mozna jg wydzieli¢ z wodnego roztworu. Cytydyne Elmore
usuwa z kolumny przy pomocy rozcienczonego amoniaku a Harris
i Thomas roztworu wodnego pirydyny. W tym samym roku Smith
i Wender (55) rozdzielili na wymieniaczu ksantyne od guaniny. Joni-
ty wowczas stosowane nie byty zywicami polistyrenowymi. Wymieniacz
Elmora, atakze Harrisa Zeo Karb 215 byt sulfonowanym weglem,
a wymieniacz Smitha i Wendera Amberlit IR-100 zywicg fenolo-
wa z grupami SO3H.

Zasadniczy rozwdj metodyki rozpoczyna sie po roku 1949, kiedy Cohn

10 Postepy Biochemii
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ogtasza swojg prace zawierajacg opis rozdziatu puryn, pirymidyn oraz ry-
bonukleotydow (12).

Z 5-ciu zasad: cytozyna, guanina i adenina, posiadajace grupy amino-
we, istniejg w roztworach o pH < 4 jako kationy, moga wiec by¢ wychwy-
tane w tych warunkach przez wymieniacz typu kationitu. Po raz pierw-
szy Cohn rozdzielit zasady na Dowexie 50, uzywajac do wymywania
2N kwas solny. Wykres przedstawiajagcy przebieg analizy podano na
rys. 5.

Na osi rzednych odmierzono warto$ci gestosci optycznych wymywaja-
cego roztworu przy 260 ml|.i, na osi odcietych objetosci HC1 w ml. przepusz-
czone przez wymieniacz. Tymina i uracyl, czasteczki niezjonizowane nizej

pH 4, znajdujag sie w pierwszych frakcjach wychodzg-
cych z kolumny i nie podlegajg w tych warunkach roz-

uracyl  cytozyno dziatowi. Chcac rozdzieli¢ jednoczes$nie wszystkie 5 za-
sad Cohn zastosowal wymieniacz anionowy, prowa-
dzac absorpcje i elucje przy pH ~ 10, wymywajac
guamno
Rys. 5. Rozdziat puryn i pirymidyn na
adenina Dowexie 50 (forma H)., Wymiennik:
81 cm X 0,74 cm2 Szybko$¢ wypty-
fo_ = 1 wu 0,6 ml/min. Materiat prébny: 0,5 mg
,JD_ 30 To m m uracylu, po 10 mg adeniny, guaniny,
oofetos 2HHO wmi — - cytozyny w 7,5 ml, 2NHC1. [Cohn (12)].

sktadniki z kolumny roztworami buforowymi mieszanin amoniaku i chlor-
ku amonu. Przy tak wysokim pH zasady stajg sie anionami. (W analo-
gicznych warunkach mozna réwniez rozdziela¢c nukleozydy).

Wprowadzone przez Cohna metody rozdziatlu puryn i pirymidyn
znalazty zastosowanie w szeregu pdzniejszych prac réznych autoréw. Zy-
wicami uzywanymi byt zaréwno kationit Dowex 50, jak i anionity Do-
wex 1i Dowex 2. Wymieniacze anionowe stosowano w tych przypadkach,
gdy nalezato rozdzieli¢ jednoczes$nie puryny oraz pirymidyny. Tak np.:
Koch, Putnam i Evans (33) badajagc metabolizm purynowy
Escherichia coli rozdzielali puryny metodg Cohna na Dowexie 50,
mieszanine za$ puryn i pirymidyn po kwasnej hydrolizie na Dowexie 2.

Heinrich, Dewey i wspoOtpr. (26) badajac wiaczanie sie 8-aza-
guaniny w kwasy nukleinowe Tetrahymena gelei stosowali do rozdziatu
puryn Dowex 50 postugujac sie metodg podobng do Cohna. — Absorpcji
puryn dokonywano z roztworu 05N HC1, a elucje przeprowadzano roz-
tworami HC1 o wzrastajgcych stezeniach (0,5N, 1,5N, 5N). Na Dowexie 50
rozdzielat réwniez zasady Koch (32) w pracy nad, odnawianiem sie wi-
rusbw. Goldthwait i Bendich (23) badajac wptyw antagoni-
stow kwasu foliowego na metabolizm kwasu nukleinowego rozdzielali za-
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sady na Dowexie 1 stosujgc roztwory NaCl i NaOH, o zmieniajacych sie
stezeniach. Rozdziat puryn i pirymidyn przy pomocy roztworow NaCl
i NaOH na Dowexie 1 (w formie OH-) stosowali rowniez Roli i We-
liky (97) (1955).

Rozdziat nukleotydéw mozna przeprowadzi¢ takze zaréwno na katio-
nitach jak i anionitach, zaleznie od doboru pH, ktére decyduje o dysocja-
cji grup aminowych i fosforanowych. Zalezno$¢ tadunku czasteczki od pH
przedstawiono na wykresie (rys. 6).

tadunek ujemny wzrasta w kolejnosci: kwas cytydylowy, adenylowy,
guanylowy, urydylowy. Ponizej pH 2,5 kwas adenylowy i cytydylowy po-
siadajg tadunek dodatni, a po-
nizej 1,5 trzy nukleotydy: ade-
nylowy, cytydylowy i guany-
lowy sg juz kationami.

Pierwsze proby rozdziatu
rybonukleotydow przeprowadzit
Cohn na kationicie — Do-
wexie 50 przy niskim pH (12)
przemywajgc kolumne 0,AM
kwasem octowym (kwas solny
jest w tym wypadku eluentem
zbyt silnym ze wzgledu na sta-
be wigzanie miedzy nukleoty-
dami i wymieniaczem). Obecnie
powszechnie  stosowana  jest
jednakze metoda rozdziatu nu-
kleotydow na anionitach. Do-
ktadny jej opis zostal podany
przez Cohna w 1950 r. (13).

Zgodnie z przytoczonymi pH——-
wyzej danymi najwygodniej Rys. 6. Ladunek czasteczki rybonukleotydu
jest w tym wypadku absorbo- jako funkcja pH.

waé mieszaning na kolumnie
przy pH 6 lub wiekszym i nastepnie wymywac nukleotydy w kolejnoSci:
kwas cytydylowy, adenylowy, guanylowy, urydylowy przez stopniowe
obnizanie pH. Kwas urydylowy jako posiadajgcy najwiekszy tadunek jest
najsilniej zwigzany z wymieniaczem. Przy zbytnim zwiekszaniu pH moze
nastgpi¢ hydroliza sktadnikoéw na kolumnie, wowczas zwiekszamy steze-
nieanionu przy pomocy soli.

Wymieniaczami stosowanymi przez Cohna byty: Dowex 1, Dowex 2
i Amberlit IRA-400. Dawaty one podobne rezultaty. Zywice stosowane
byty w postaci chlorku i mréwczanu z réwnie dobrymi wynikami. Na
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rys. 7 podano wykres rozdzialu nukleotydow na Dowexie 2 w formie
chlorku.

Wymywanie rozpoczyna sie kwasem solnym 0,002N i zmienia sie kon-
centracje na 0,003N po usunieciu z kolumny kwasu adenylowego. Uzy-
skujemy rozdziat na kwas adenylowy a i b oraz guanylowy a i b. Zasady
oraz rybozydy nie wykazujgce przy pH nizej 8 prawie zadnego powino-

wactwa do wymieniacza zostajg wy-
start 0.002 NNGi myte przed kwasem cytydylowym.

06 kwdyyty;y,y;yy Kolejnos$¢ elucji kwasu urydylowego

i guanylowego przy pH 2,7 jest od-

wrotna niz wynika to z wykresu

0O0GNNG  Awas urydylowy zaleznosci tadunku czasteczki od pH.
kwas odeny lowy Mozna to tlumaczy¢ wiekszg roz-

02 puszczalnoscig nukleotydow pirymi-

dynowych niz purynowych. W prze-

liczeniu na jednostke tadunku nu-

5,0 15 bs W is 20 25 30 leotydy pirymidynowe sa 3 krotnie

stabiej adsorbowane od purynowych.

su rybonukleinowego watroby szczura P_rzy pH. ponizej 2 kolejr?os? staje

na Dowexie 1. Wymiennik: 125 cm X sie. prawidtowa, w tak niskim <pH

X 074 cm2, eluent: HC1l, 05 ml/min. Pprzewaza juz bowiem wptyw tadun-

Materiat prébny 14 mg mieszaniny nu- ku czasteczki. Prawidtowa kolejnos¢

kleotydow w 10 ml wody. [Cohn 13)]. wystepuje np. w wypadku elucji

kwasem mrowkowym przy pH niz-

szym od 2 (13). Metoda rozdziatu rybonukleotydéw przy uzyciu Dowe-

xu 1 w formie mrowczanu oraz kwasu mrowkowego jako eluentu daje
rowniez dobre wyniki i jest wygodna w uzyciu.

Zasady i nukleozydy mozna rozdzieli¢ na tej samej kolumnie, jesli
stosowa¢ poczatkowo przemywanie buforami o réznych pH powyzej 8.
Otrzymane roztwory nukleotydéw sg bardzo rozcieficzone. Mozemy je za-
tezy¢ w celu otrzymania krystalicznych zwigzkéw, przepuszczajac roz-
cienczone roztwory (po zobojetnieniu) przez krdtka, parocentymetrowa
kolumienke i przeprowadzajac szybka elucje bardziej stezonym kwasem
(np. 0,IN HCL1). SzybkosSci przeptywu rozpuszczalnika we wszystkich przy-
padkach nie powinny przekracza¢ 1 ml/cm2/min. Takie szybko$ci pozwa-
laja na osiggniecie rownowagi i dajag symetryczne krzywe elucji. Swoja
metode rozdziatu rybonukleotydow zastosowal Cohn w serii prac pro-
wadzonych razem z Volkinem nad budowg kwasu rybonukleino-
wego (16), (65), (15). Autorzy rozfrakcjonowali produkty hydrolizy kwasu
rybonukleinowego watroby cielecej oraz kwasu drozdzowego przeprowa-
dzonej: tugiem, jadem zmii, rybonukleazg oraz kolejno rybonukleazg i fos-
fatazg alkaliczng. Technika pracy zostata og6lnie ulepszona w kierunku

00

Rys. 7. Rozdziat mononukleotydow kwa-
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czestszej, a bardziej stopniowej zmiany sity elucji roztworu wymywa-
jacego, co pozwolito na lepsze rozsegregowanie skomplikowanych miesza-
nin. Stosowano przy tym do elucji w pierwszej fazie rozcieficzone kwasy,
w dalszych mieszaniny kwaséw z odpowiednimi solami o wzrastajacych
stezeniach soli.

Dla przyktadu podano wykres rozdziatu produktow trawienia kwasu
rybonukleinowego watroby cielecej rybonukleazg (rys. 8).

Rys. 8. Rozdziat na wymieniaczu produktéw tra-
wienia rybonukleaza kwasu RN watroby cielecej.
Nawiasy zwykie wskazujg na nieznang sekwencje
nukleotydéw; klamry na empiryczny skiad. Roz-
twory do elucji: 0,006 N (1), 001 N HC1 (Il),
0,01 N HC1 + 0,0125 N NaCl (Il1), 001 N HC1 +
+ 0,025 N NacCl (1Vv), 001 N HC1 + 0,05 N NaCl (V)
001 N HC1 + 01 N NaCl (VI); 001 N HCL h
+ 0,2 N NaCl (VII), 001 N HC1 + 0,3 N NacCl (VIII),
0,01 N HC1 + 1 N NacCl (IX), 2nHCI (X). [Volkin,
Cohn (65)].

Rozdziat przeprowadzono na Dowexie 1w formie chlorku o niskiej za-
wartosci dwuwinylobenzenu ze wzgledu na duzg wielko$¢ rozdzielanych
czasteczek. Skiadniki wymywano kwasem solnym oraz mieszaninami
kwasu solnego z chlorkiem sodu.

Trawienie rybonukleazg dato w wyniku prawie wytgcznie nukleotydy

pirymidynowe b, oraz mate polinukleotydy, w sktad ktérych wchodzit je-
den nukleotyd pirymidynowy, a pozostato$¢ stanowita nukleotydy puryno-
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we. Wyniki prac Cohna i Vol kina doprowadzity do potwierdzenia
koncepcji Smitha o budowie kwasu rybonukleinowego, wg ktdrej skta-
da sie on z krétkich tancuchéw nukleotydéw purynowych i pirymidyno-
wych. Wyzej opisane metody rozdziatu rybonukleotyddéw znalazty zastoso-
wanie w licznych pracach innych autoréw. Wymieni¢ tu mozna np. prace
Merrifielda i Wooleya (43), ktdrzy przy zastosowaniu techniki
Cohna otrzymali kilka analitycznie czystych dwunukleotydow, wyizo-
lowanych z kwasu drozdzowego, potraktowanego stez. HC1 w temp. poko-
jowej. Czyste zwigzki otrzymywano przez kilkakrotne refrakcjonowanie na
kolumnach.

towy, Davoll i Brown (35 stosowali technike Cohna
v/ badaniach nad udzialem purynowych nukleozydéw w syntezie kwasu
nukleinowego u szczura.

W oparciu o doswiadczenia uzyskane przy rozdziale rybonukleotyddéw,
Volkin, Khym i Cohn opracowali metode rozdziatu dezoksynu-
kleotydow (66). Dezoksynukleotydy otrzymywane przez hydrolize enzy-
matyczng kwasu DN dezoksyrybonukleazg i fosfatazg alkaliczng podda-
wano rozdziatowi chromatograficznemu na Dowexie 1 w formie chlorku

(rys. 9).

czas/godziny) — »

Rys. 9. Rozdziat na jonicie nukleotydéw otrzyma-

nych po strawieniu enzymatycznym 10 g kwasu DN.

Wymiennik: 12 cm X 33 cm2 Dowex 1, eluent:
HC1, 1 ml/cm2min. [Volkin, Khym, Cohn (66)].

Absorpcji dokonuje sie ze Srodowiska alkalicznego (pH 10) podobnie,
jak w wypadku rybonukleotydéw. Na wstepie usuwa sie zasady i nukleo-
zydy chlorkiem amonu, a nastepnie rozdziela sie dezoksynukleozydy roz-
tworami kwasu solnego o wzrastajacych stezeniach. Kolejno$¢ wymywa-
nia jest taka jak dla rybonukleotydéw. (Rozdziat dezoksynukleotydow
mozna takze przeprowadzi¢ po oddzieleniu zasad, nukleozydéw i zanie-
czyszczen polinulkleotydowych na innej wstepnej kolumnie). Poszczeg6lne
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frakcje zageszcza sie przez readsorpcje na matej kolumience i wymycie
mata iloscig bardziej stezonego HC1 (0,01N). W ten sposéb mozna rozdzie-
li¢ nukleotydy z 10 g kwasu dezoksynukleinowego. Dzieki powyzszej me-
todzie wykazano, ze wszystkie dezoksynukleotydy po trawieniu dezoksy-
rybonukleazg i fosfatazg alkaliczng posiadajg budowe 5-fosforanowsa.
Cohn przy uzyciu wyzej opisanej metody wykryt obecnos¢ kwasu
5-metylodezoksycytydylowego w hydrolizatach enzymatycznych kwasu DN
grasicowego (14). Nalezato w tym celu frakcje kwasu dezoksycytydylowego,
otrzymang metodg Volkina, Khyma i Cohna przepusci¢ po-
nownie przez kolumne z anionitem w formie mréwczanu, stosujagc do prze-
mywania 0,003M kwas mréwkowy. Nastepuje wowczas rozdzielenie kwa-
su dezoksycytydylowego i 5-metylodezoksycytydylowego. Doktadne oczysz-
czenie przeprowadzié mozna przez refrakcjonowanie roztworu zawiera-
jacego kwas 5-metylodezoksycytydylowy na mniejszej kolumnie.

Rys. 10. Rozdziat na Dowexie 1
kwasorozpuszczalnej frakcji z 75 g
watroby szczura ,,Oznaczenia:
F-A — kwas mréwkowy, AM-F —
mroéwczan amonu; DPN i TPN —
nukleotydy dwu- i -tréjfosfopiry-
dynowe; UDP-x — pochodne cu-
krowe UDP; Ad-x — niezidenty-
,\?.._. _____ fikowana mieszanina polifosfo-
ranéw adenozyny. Odczyty ge-
stosci optycznych nie zaznaczo-
ne na wykresie z powodu zbyt
duzych warto$ci sg dla: DPN —
27, AMP — 31, 33; ADP — &6,
9, 12, 15; 13, 9. Rechromatografia
poszczeg6lnych frakcji od A do K
2 1o na rys. 11. [Hurlbert, Schmitz,

i F-aQduavF IHAHF Bruna, Potter (29)].

Nieco inny sposob rozdziatlu dezoksynukleotydéw podajg Hur st,
Marko i Butler (30). Autorzy stosuja Dowex 1 w formie octanu.
Dezoksynukleinian sodu réznego pochodzenia hydrolizuja enzymatycznie
na mononukleotydy kolejno przy uzyciu dezoksyrybonukleazy oraz fosfo-
diesterazy z jadu zmii pozbawionej 5-nukleotydazy. Mononukleotydy
rozdzielajg przez stopniowe wymywanie kwasem octowym (0,5M), a na-
stepnie mieszaninami kwasu octowego (IM) z roztworami octanu sodu
0 wzrastajgcych stezeniach (0,01M, 0,1M, 0,5M). Dla otrzymania kwasu
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fj-metylodezoksycytydylowego w osobnej frakcji nalezy zastosowa¢ na
poczatku wymywania stabszy kwas octowy (0,05M), dtuzsza kolumne
i wolniejszy wptyw eluentu. Kolejnos¢ wymywania poszczegélnych kwa-
sow jest taka, jak u Volkina Khyma i Cohna.

Andersen, Dekker i Todd (1) zastosowali jonity do otrzy-
mywania preparatow dezoksyrybonukleozydéw na szerokg skale. Po stra-
wieniu enzymatycznym kwasu DN wycigga sie dezoksynukleozydy z hy-
drolizatu alkoholem i rozdziela na Dowexie 2 w formie mréwczanu, uzy-
wajac do elucji buforow mréwczanowych o pH powyzej 7 (podobnie jak
przy rozdziale rybonukleozydéw metodg Cohna). Dezoksyadenozyna
i dezoksycytydyna przechodzg nierozdzielone do pierwszych frakcji.
Dezoksyadenozyne mozna wydzieli¢ z roztworu przez krystalizacje w nis-

kiej emperaturze. tug pokry-
staliczny przepuszcza sie przez
zywice IRC-50 (kationit stabo
kwasny) i eluuje dezoksycyty-
dyne woda. Resztki dezoksy-
adenozyny zostajg zatrzymane
na kolumnie. Dwa dalsze dezo-
ksynukleozydy zostajg wydzie-
lone z dalszych frakcji na ko-
lumnie z Dowexem 2.

Konczac ten krotki przeglad
metod chromatografii na joni-
tach nalezaloby wspomnie¢ o
pracy, ktora chociaz nie dotyczy

Rys. 11. Rechromatografia na Do-
wexie 1 poszczegdlnych frakcjizwy-
kresu na rys. 10. AM-F — mréwczan
amonu, F-A — kwas mréwkowy.
Odczyty zbyt wysokie sa podane
w nawiasach. Niezidentyfikowane
zwigzki oznaczono: 1, 2, 3 itd.
0 T&E 0 N 100 2M  AM-F [Hurlbert, Schmitz, Brumm, Potter

Y p— IM AM-F U 2M AM-F \-~75M F-A (29)].

sktadnikéw kwaséw nukleinowych lecz frakcji kwasorozpuszczalnych,
jest jednakze najja-skrawszym przykiadwosci, jakie daje nowoczesna
technika jonowymienna. Jest to praca Hurlberta Schmitza
i wspotpr. (29) nad sktadem nukleotydowym kwasorozpuszczalnych frakcji
réznych tkanek.

Zmiany i ulepszenia metody Cohna pozwolity na wyizolowanie
z tych frakcji obok zwyktych nukleotydéw, takich zwigzkéw jak: kwasy
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guanozyno- dwu i trojfosforowy, cytydyno- dwu- i tréjfosforowy, ury-
dyno- oraz inozyno- dwu- i tréjfosforowy, potaczen dwufosfourydyny
z cukrowcami: acetyloglukozaming i kwasem uronowym oraz kilku jesz-
cze innych zwigzkéw, w ilosciach nadajgcych sie do analizy. Niektore
z tych sktadnikow nie byly dotad wykryte w materiale biologicznym.
Autorzy stosujg system dwéch kolumn, pracujacych przy réznych pH.
Catkowity ekstrakt z tkanki po zobojetnieniu rozdziela sie najpierw na
kolumnie wypetnionej Dowexem 1, eluujagc sktadniki kwasem mrowko-
wym oraz mieszaninami kwasu mréwkowego z mréwczanem amonu.

Poszczegolne frakcje z pierwszej kolumny przechodzg nastepnie przez
kolumne druga, wypetniong tym samym jonitem, gdzie sa rozdzielane
buforami mréwczanu amonu. , .

Zasadniczg modyfikacjg wprowadzong przez Hurlberta iwspotprac,
byto zastosowanie urzadzenn mechanicznych, pozwalajacych na ciagta, ta-
godng zmiane sity elucji wymywajgcego rozitworu. Stezenia roztworow nie
zmieniajg sie skokowo, ale wzrastajg w sposob ciggty do pozadanej grani-
cy. Modyfikacja ta okazata sie nieoceniong przy pracy z nieznanymi zwigz-
kami, dla ktorych warunkdéw elucji nie mozna przewidziec.

Rozdziat na kolumnach skrobiowych nie znalazt szerszego zastosowa-
nia. Brak tutaj tych mozliwosci doboru i zmian rozpuszczalnikéw jak
w chromatografii jono-wymiennej, ktdra stosuje do rozdziatu elektrolity.
Uzywa sie przewaznie mieszanek alkoholi z wodg lub kwasami, np. bu-
tanol nasycony wodg do rozdziatu nukleozydéw (Reichard (46), Bea-
le, Harris, Roe (2)) do rozdziatu zasad — mieszanine propanolu z kwa-
sem solnym (Mirsky, Daty (44), Daty, Alfrey, Mirsky
(17)), lub butanol nasycony wodg z dodatkiem eteru metylowego glikolu
(Edman, Hammarsten i wsp. (20).

Autorzy wzorowali sie na pracach Steina i Mo ora dotyczacych
rozdziatu aminokwasow.
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Wstep

Elektroforeza bibutowa powstata w $lad za tzw. ,swobodng elektro-
foreza" Tiseliusa w dgznos$ci do uproszczenia aparatury i postepowania
technicznego. Dzi$ elektroforeza bibutowa staje sie metodg rutynowg
oddajacg duze ustugi w badaniach klinicznych.

O ile w pierwszym etapie rozwoju elektroforezy bibutowej ciat biat-
kowych uwidoczniaty sie dazenia do uzyskania wynilkéw pokrywaja-
cych sie z warto$ciami analizy otrzymywanymi za pomoca elektrofore-
zy swobodnej, o tyle w obecnym stadium nie brak krytycznych gtoséw
podkreslajagcych istotne réznice obu metod. Co wiecej, w niektdrych
przypadkach patologicznych, gdy biatko surowicy zawiera znaczng
ilos¢ sympleksow lipidowych uwaza sie, ze wyniki elektroforezy bibu-
towej poprawniej obrazujg sktad biatkowy badanego materiatu, podczas
gdy elektroforeza swobodna rejestruje jako biatka réwniez komponen-

ty lipidowe (Ott, Hub er i Koérver (34, Mackay,
Volwiler i Goldsworthy (29, Hardwicke (21),
Martin i Franglen (30, Herbst i Hurley (22)).

Roznice te w zasadzie polegaja na odmiennych sposobach iloSciowej
oceny poszczeg6lnych frakcji biatkowych: metoda Tiseliusa rejestruje
ich stezenie na podstawie oznaczania zmian wspoétczynnika zatamania
Swiaitltg, a jej modyfikacja bibutowa wartosciuje iloSci rozdzielonych
frakcji na podstawie ilosci zaadsorbowanego przez biatko barwnika.

[157]
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Gtowne zalety elektroforezy bibutowej to stosunkowo prosta apa-
ratura, bardzo mata ilo§¢ materiatu potrzebnego do analizy oraz moz-
liwos¢ wykonywania seryjnych oznaczei. Poza tym jedng z cennych
zalet jakie daje elektroforeza bibutowa jest stosunkowo tatwa mozli-
wos$¢ Sledzenia wielu réznych substancji przenoszonych przez poszcze-
golne frakcje biatkowe. Stosujagc odpowiednie metody oznaczania tych
drobnych ilosci substancji zwigzanych z biatkiem i posiadajacych cze-
sto duze znaczenie biologiczne mamy mozno$¢ poznania ich zmian ilo-
Sciowych w zaleznos$ci od najréznorodniejszych czynnikdéw.

Do wad metody rozdziatu na bibule w poréwnaniu z metoda analizy
biatek za pomocg elektroforezy klasycznej mozna zaliczy¢ stosunkowo
mniejsza jej doktadnos$¢ oraz trudno$¢ wykonania bezwzglednych po-
miardéw ruchliwosci czasteczek w polu elektrycznym.

Chociaz elektroforeza bibutowa staje sie dzi§ metodg coraz to sze-
rzej rozpowszechniajgcg sie, to niemniej pozostaje faktem, ze rdzni
autorzy uzyskuja mniej lub wiecej wyraznie rozdzielone frakcje biat-
kowe oraz stosujg roézne metody do ich iloSciowego okreSlania. Na te-
mat metodyki elektroforezy bibutowej pojawita sie w ciggu ostatnich
lat duza liczba publikacji (48, 7, 11, 15, 24, 49, 28, 37, 44, 19, 6, 33, 32,
3, 8,9 21, 25, 43, 29, 30), co z jednej strony przyczynia sie do zwréce-
nia uwagi na wiele réznych istotnych szczeg6téw technicznych, z dru-
giej strony jednak wptywa na trudno$ci w poréwnywaniu wynikéw
uzyskiwanych przy pomocy zbyt wielu r6znorodnych metod.

Celem niniejszej pracy byto systematyczne przeSledzenie szczegé-
towych warunkéw okreslajgcych uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw
oraz wskazanie Zrodet mozliwych btedéw w oparciu o whasne spostrze-
zenia i dane z piSmiennictwa. Warunki te omoéwiono kolejno ponizej
poruszajac modyfikacje stosowane przez réznych autorow i bardziej
szczegbtowo nasSwietlajgc stosowang metodyke.

Zasada metody elektroforezy bibutowej jest prosta: na pasku bibuty
zwilzonym roztworem buforowym umieszcza sie krople roztworu biat-
kowego i przepuszcza sie przez bibute staty prad elektryczny. Wéwczas
czasteczki biatka posiadajgce przy danym pH roztworu buforowego
okre$lony tadunek elektryczny poruszajag sie w polu elektrycznym
z rézng szybkoscig zalezng od wielkosci tego tadunku i od wielkoSci
czasteczki. Ta rdézna szybkos$¢ wedrowki warunkuje po pewnym czasie
przestrzenny rozdziat poszczegdlnych frakcji biatkowych. Rozdzielone
w ten sposob frakcje biatkowe zabarwia sie na bibule uzyskujac,
w przypadku badania surowicy, obraz zazwyczaj pieciu plamek, z kto-
rych jedna odpowiada albuminom, a cztery pozostate globulinom
«1» «2, A y. Czasem udaje sie tez rozdzieli¢ frakcje /? na i 12 (47)
oraz frakcje 7 na yi- i 72-globuliny (5).
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Tak uzyskany obraz rozdzielonych i zabarwionych frakcji biatko-
wych (elektroforogram) moze stuzy¢ do przyblizonego oszacowania za-
wartos$ci poszczegoOlnych frakcji. W celu $ciSlejszej oceny sg w uzyciu
metody polegajace albo na pomiarze stezenia barwnika po uprzednim
wyeluowaniu go z poszczego6lnych skrawkow bibuty, albo tez na bez-
posrednim fotometrowaniu poszczegolnych odcinkéw zabarwionego pa-

ska bibuty. Obydwa sposoby rozwinieto praktycznie w kilku modyfi-
kacjach.

Czes¢ doswiadczalna

Komora wilgotna. Zamknietg przestrzen, w ktérej prze-
prowadzamy rozdziat elektroforetyczny, stanowi oszklone akwarium
o wymiarach 68 X 34 cm nakrywane ptytag szklang nachylong o kilka
stopni wzgledem poziomu (rys. 1 i 2). W celu nasycenia komory parg
wodng umieszczono w niej ptaskie naczynie z wodg.

Rys. 1. Ogdélny widok aparatury.

Do dwdch naczyn elektrodowych zawierajgcych po 0,5 1 roztworu
buforowego doptywa prad elektryczny przez elektrody weglowe po-
siadajgce duzag powierzchnie (80 cm2). Naczynia elektrodowe sg pota-
czone z wanienkami posrednimi, a te dopiero z wanienkami, do ktérych
sg zanurzone konce paskow bibuty. Potgczenia miedzy tymi naczynia-
mi stanowig rurki szklane w ksztatcie litery U wypetnione buforem.
Konce tych rurek sg zaopatrzone w biony z celofanu, co utrudnia kon-
wekcje roztworu moderatorowego miedzy naczyniami.
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Rys. 2. Komora wilgotna, A: w prze-
kroju, B: widok z gory i schemat po-
taczen, P — prostownik, mA — mili-
amperomierz, Zb — zmieniacz biegu-

néw, V — woltomierz,

ew — elektro-

dy weglowe, ne — naczynia elektro-
dowe, wWp — wanienki posrednie, pb —
paski bibuty, nw — naczynie z woda,
ps — prety szklane, bo — bagietki ob-

cigzajagce paski

bibuty.

StwierdziliSmy, Ze stosowanie
elektrolitycznych kluczy agarowych
zawierajagcych 15M chlorek pota-
sowy wptywa zaktdcajgco na prze-
bieg rozdziatu frakcji.

Cztery podiuzne wanienki s3
wykonane z 15 mm ptyty celuloi-
dowej i posiadajg wymiar 63X4,5X
X2,5 cm. W potowie swojej wyso-
kosci sg one wypetnione buforem,
tak ze caty uktad miesci 25 — 3 1
roztworu buforowego. Wanienki sg
utozone w komorze na pretach
szklanych. Doprowadzenie pradu
do skrajnych wanienek odbywa sie
z dwéch przeciwlegtych koncow,
tak ze roOznica potencjatéw dla
kazdego z 12 réwnolegle zawieszo-
nych paskéw bibuty jest jednako-
wa. Pomiar napiecia przytozonego
do paskow odbywa sie przy pomo-
cy dwdch matych elektrod platyno-
wych zanurzonych w skrajnych wa-
nienkach i potgczonych przez wy-
tacznik przyciskowy z woltomie-
rzem.

Elektrody weglowe tgczg sie
przez zmieniacz biegundéw i miliam-
peromierz ze zrédiem pradu statego
0 napieciu okoto 300 V. Po kazdej
serii rozdziatu elektroforetycznego
zmienia sie bieguny doprowadzajg-
ce prad elektryczny. Wazne jest
rowniez uprzednie kazdorazowe
wyréwnanie pozioméw roztworu
buforowego we wszystkich naczy-
niach przy pomocy potgczenia ich
lewarkami.

Paski .bibuty sg zawieszane po-
ziomo na grubych pretach szkla-
nych przy czym ich konce, ktore za-
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nurzajg sie do skrajnych wanienek z roztworem moderatorowym, obcig-
za sie przy pomocy dwoch bagietek szklanych nieco dtuzszych od szero-
kosci paska. Konce tych bagietek tgczy sie gumkami.

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzamy w temperaturze poko-
jowej. StwierdziliSmy, ze nizsza temperatura otoczenia (10 — 12°) nie
wptywa w dostrzegalny sposéb na uzyskiwanie lepszego rozdziatu frak-
cji biatkowych.

Roztwér buforowy. W badaniach naszych stosujemy roz-
twor moderatorowy weronalowy o pH = 8,60 i mocy jonowej (52)
ia = 0,10, ktory sporzadzamy nastepujgco: 0,1 mola przekrystalizowa-
nego weronalu (18,419 g) oraz 852 ml 1N NaOH rozpuszczamy w go-
rgcej wodzie i po ostygnieciu dopetniamy do 1000 ml.

W badaniach poréwnawczych stwierdziliSmy, ze stosowanie buforu
0 mniejszej mocy jonowej (u = 0,05) jest powodem powstawania bar-
dziej intensywnie zabarwionej smugi miedzy rozdzielonymi frakcjami
(ang. ,trailing"). Smuga ta utrudnia nastepnie iloSciowag ocene zawar-
tosci poszczegolnych frakcji.

Poniewaz podczas elektroforezy ulega zmianie pH w naczyniach
elektrodowych, dlatego uwazamy za celowe takie poczatkowe dobra-
nie odczynu buforu w tych naczyniach, aby w potowie czasu elektrofo-
rezy pH tych roztworéw na skutek wtornych reakcji elektrolizy zrow-
nato sie z wartoscig pH roztworu w wanienkach (= 8,60). Najprosciej
osigga sie to przepuszczajgc prad elektryczny przez paski bibuty (bez
surowicy) w czasie o potowe krotszym niz w przebiegu normalnego
rozdziatu.

Stosujac zmiane biegundéw pradu i wymieszanie buforow w wanien-
kach po kazdej serii rozdziatu bialek mozna ten sam roztwo6r modera-
torowy uzywaé¢ 15 — 20-krotnie.

Ze wzgledu na wysoka cene weronalu optaca sie odzyskiwanie go ze zuzytego
buforu: po silnym zakwaszeniu HC1 i oziebieniu w lodéwce mozna odsaczy¢ wydzie-

lony kwas dwuetylobarbiturowy i po przekrystalizowaciiu ponownie uzywac¢. Odzy-
skuje sie w ten sposéb do 70fl/lo weronalu.

Bibuta. PrzebadaliSmy przydatnosé do celow elektroforezy
kilku gatunkow bibut, a mianowicie: Whatman nr 1, 4, 41, wszystkie
gatunki Macherey-Nagel: nr 60, 61, 62, 63, 64, 214, 219, 819 e. h., Schlei-
cher-Schiill nr 2043 b, Munktell nr 20 oraz niektore bibuty produkcji
krajowej. Najostrzej rozdzielone frakcje biatek uzyskuje sie na bibule
Macherey-Nagel nr 61 oraz Whatman nr 1 Dobre wyniki mozna tez
uzyska¢ na bibutach Whatman nr 4, Schleicher-Schiill nr 2043 b oraz
Macherey-Nagel nr 214, natomiast przy stosowanej przez nas metody-
ce nieodpowiednie sg gatunki bibuty Macherey-Nagel nr 60, 62, 63, 819
e. h. jak réwniez zbadane gatunki bibuty produkowane w kraju.

U Postepy Biochemii
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Szwedzka bibuta Munktell nr 20 ze wzgladu na swojg grubos$¢ daje zbyt
duze natezenie przeptywajgcego pradu, co w nastepstwie wptywa na
znaczne przesuniecia pH roztworu buforowego.

W opisywanych badaniach stosowalismy bibute Macherey-Nagel
nr 61 uznang przez nas za najlepiej nadajgca sie do elektroforetycznego
rozdziatu ciat biatkowych. Stosujemy paski bibuty o wymiarach
32 X 3,5 cm.

Zwilzanie paskéw bibuty roztworem bufo-
rowym. W szeregu réznych poczynionych préb doszliSmy do wnio-
sku, ze najlepszym, nie opisanym przez innych autoréw sposobem zwil-
zania paskoéw bibuty jest zawieszanie w komorze wilgotnej suchych
obcigzonych bagietkami paskéw, ktorych konce zanurzajg sie do wa-
nienek z buforem. Czas catkowitego zwilzenia jest zalezny od gatunku
bibuty. Dla bibuty Machery-Nagel nr 61 wynosi on w wyzej opisanych
warunkach okoto 60 minut.

Przy takim sposobie zwilzania moze dochodzi¢, na skutek efektu
chromatograficznego, do nagromadzenia sie drobnych zanieczyszczen
na $rodku paska czyli w miejscu zetkniecia sie frontdw wessanej przez
bibute cieczy. Aby unikngé tego, mozna stosowac zwilzanie paska bibuty
przez zanurzenie tylko jednego jego korica w buforze, a dopiero po
jego catkowitym nawilzeniu, zanurza¢ drugi koniec. Przy postepowaniu
takim nie stwierdziliSmy roznic w rozdziale frakcji biatkowych w po-
rownaniu z wyzej opisanym sposobem.

Optyczny efekt catkowitego zwilzenia paska bibuty (zetkniecie sie
frontdw cieczy wessanej przez pasek) nie jest réwnoznaczny z zakon-
czeniem wciggania roztworu buforowego przez pasek. Bibuta chtonie
jeszcze przez dtuzszy czas roztwdr moderatorowy nasycajgc sie nim
w wiekszym stopniu, a ponadto cze$¢ roztworu paruje z powierzchni
paska wzmagajac ten efekt. Te wedrowke buforu skierowanag od kon-
cOw paska bibuty ku $rodkowi tatwo jest wykazaé umieszczajgc w réz-
nych miejscach na pasku krople zabarwionej cieczy. Zjawisko to opi-
sujg niektorzy autorzy jako ,,prad wodny" (25) (niem. ,,Sog" (43)).

lloSciowo zbadaliSmy to zjawisko dla bibuty Mecherey-Nagel nr 61
wazgc szereg zawieszonych w komorze wilgotnej paskéw bibuty w roz-
nych odstepach czasu (rys. 3).

Z rys. 3 widzimy, ze w ciggu pierwszych kilkunastu minut bibuta
mimo catkowitego zwilzenia wcigga jeszcze znaczne ilosci buforu po-
wodujac tym samym ruch cieczy ku Srodkowi paska.

Przygotowanie roztworu badanego. W pracy
niniejszej rozpatrujemy analize elektroforetyczng ptynéw biatkowych,
ktorych stezenie nie jest nizsze od 1 — 2%. Do badania stosujemy pty-
ny biatkowe nie poddawane uprzednio dializie.
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W celu wykazania, jakie zmiany obrazu elektroforetycznego zacho-
dzg w normalnej surowicy podczas przechowywania jej w lodowce
wykonywalismy odpowiednie oznaczenia codziennie przez okres 7 dni.
W czasie tym nie stwierdziliSmy zmian w skiadzie frakcji elektrofore-
tycznych biatka surowicy.

W celu stwierdzenia, jakie jest optymalne stezenie roztworu biatka
poddanego rozdziatowi elektroforetycznemu wykonaliSmy po 4 réwno-

legte oznaczenia odsetkowej
zawartosci frakcji biatkowych
W surowicy nierozcienczonej
i w surowicy rozcienczonej
3-krotnie roztworem buforo-
wym. Podobne oznaczenia wy-
konaliSmy z mieszaning elek-
troforetycznie czystych albu-
min (75°/0) i jj'-globulin (25°/0)
w réznych rozcienczeniach.
Bezwzgledna ilo$¢ biatka wpro-
Rys. 3. Illos¢ gramoéw roztworu buforowego

wchianiana przez pasek bibuty Macherey- WadzoneQO na p_aSEK blbu’ry
Nagel nr 61 (32 X 3,5 cm) w zaleznosci od byta we wszystkich przypad-
czasu t (liczac od t = 0 w chwili catkowi- kach taka sama (okoto 0,15 mg).

tego zwilzenia) Srednie z uzyskanych wynikéw

zawiera tablica 1.
Mniejsza odsetkowa ilosé albumin otrzymywana dla wyzszych ste-
zen biatka jest spowodowana niedobarwieniem tej frakcji (Hard-
wicke, 21). Na podstawie tych wynikéw stosujemy do badania roztwo-

Tablica 1
Wptyw stezenia roztworu biatka na efekt niedobarwienia frakcji
albuminowej
Zawartos¢ frakcji w % wzgled-
% Obje- nych (biatko catkowite = 100 %)
Materiat biat- tos¢

ka fil  Albu- Globuliny

miny  «i a2 fi v

Surowica nieroz-
ciefnczona 7,2 2,0 41,1 4,7 10,9 12,3 25,0
Surowica rozcien-
czona 3x buforem 2,4 6,0 51,8 4,8 1,2 11,9 21,7

Mieszanina albu- 20 L5 ‘7322 - 23(;
min (75%) i/-glo- >0 30 , _ ,
i 3,0 50 74,0 - - - 26,0

bulin (25 %)
1,0 15,0 74,3 25,7

u*
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ry, ktore nie zawierajg wiecej niz 2% albumin. Bardziej stezone roz-
twory (surowice) rozcienczamy odpowiednio tym samym roztworem
buforowym, ktéry jest uzywany przy rozdziale elektroforetycznym.

Bufor stosowany do rozcieniczania surowicy zawiera matg ilo$¢ bie-
kitu bromofenolowego. Nakladanie zabarwionego roztworu biatka na
bibute w znacznym stopniu ulatwia rownomierne rozprowadzenie go
w postaci waskiego paska. Stosowany przez nas w tych warunkach
barwnik wigze sie z albuminami uwidoczniajgc w ten sposdéb ich we-
drowke. Nadmiar barwnika niezwigzanego przez albuminy wedruje
rowniez do anody z szybkosScig okoto dwa razy wiekszg od albumin.

StwierdziliSmy, ze dodatek btekitu bromofenolowego nie posiada
zadnego wptywu na wartosci wynikow ilosciowych.

W praktyce rozcienczamy surowice o normalnej zawarto$ci biatka
w stosunku 0,1 ml surowicy i 0,2 ml zabarwionego ibuforu weronalo-
wego. Z tak rozcieficzonego roztworu biatka naktadamy na jeden pa-
sek 6 M.

W kazdej surowicy oznaczamy uprzednio zawarto$¢ biatka catko-
witego fotometrycznie stosujac reakcje biuretowg (51).

Wyboér linii startowej. W oparciu o wyniki zawarte
na rys. 3 oraz o proby doswiadczalne wybraliSmy czas nakraplania
roztworu biatka okoto 1 godziny liczac od chwili catkowitego zwilzenia
paskéw bibuty.

Podobnie doswiadczalnie przekonalismy sie, ze najlepszy rozdziat
uzyskuje sie wtedy, gdy /-globuliny pozostajag w miejscu nakropleinia.
Dzieje sie tak wéwczas, gdy punkt startowy znajduje sie w odlegtosci
kilku cm od $rodka paska w kierunku katody. W naszych warunkach
uzyskujemy optymalny rozdzial obierajgc linie startowg w odlegto-
§ci 3 cm od $rodka paska w kierunku katodowym.

Sposob naktadania roztworu biatka. Dona-
ktadania badanego roztworu na pasek bibuty uzywamy rurki wtoskowa-
tej stosowanej do oznaczania temperatury topnienia. Kapilare diugosci
okoto 10 cm i $rednicy okoto 0,4 — 0,7 mm kalibrujemy uprzednio przy
pomocy wody na wadze analitycznej zaznaczajgc nastepnie objetosé
odpowiadajgcg 6 m (co powinno odpowiadaé 3 — 5 cm diugosci kapila-
ry). Kapilara powinno by¢ na koncu nieco wyciggnieta i obtopiona.

Po naciagnieciu do kapilary roztworu biatka rozcienczonego zabar-
wionym buforem naktada sie go na zawieszone w komorze wilgotnej
paski bibuty przez szczeling miedzy dwiema nakrywajgcymi piytami
szklanymi na uprzednio zaznaczone otéwkiem (na brzegach paska) miej-
sce. Przez kilkakrotne rownomierne przesuwanie koncem kapilarki po
linii startowej wprowadzamy odmierzong ilo$¢ cieczy na pasek bibuty.
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Pasemko naktadanego roztworu powinno by¢ odlegte od brzegéw bi-
buty co najmniej 6 — 7 mm. Szeroko$¢ plamki nie powinna przekraczaé
3 — 4 mm.

W celu ustalenia réwnowagi w nasyceniu parg wodng zamykamy
obwdd pradu elektrycznego nie predzej niz po uptywie 1 godziny od
chwili szczelnego zamkniecia komory wilgotnej.

Napiecie i czas elektroforezy. W badaniach
porownawczych stwierdziliSmy, ze zbyt wysokie jak rowniez zbyt niskie
natezenie pradu elektrycznego nie sprzyja ostro$ci uzyskanego obrazu
elektroforetycznego. W naszych warunkach rozdziat elektroforetyczny
trwa 13 godzin przy réznicy potencjatdéw miedzy koncami paskow oko-
to 140 V, co odpowiada spadkowi napiecia na paskach okoto 4,5 V na
1 cm diugosci. Natezenie pradu elektrycznego przeptywajacego przez
12 rownolegtych paskéw bibuty wynosi 6 — 8 mA, co odpowiada okoto
0,17 mA na 1 cm szerokosci paska bibuty. Frakcje biatkowe sg rozdzie-
lone na odcinku okoto 8 cm.

Suszenie paskow bibuty. Po wylgczeniu pradu
wszystkie 12 paskéw wyjmujemy z komory wilgotnej rownocze$nie za
pomocg uprzednio zatozonej ramki z pretéw szklanych. Cato$¢ umiesz-
czamy na specjalnym statywie w ten sposéb, aby wiecej nawilzone
kohce paskow bibuty dotykaty suchej bibuty. Ponadto kofice te osu-
szamy suchymi skrawkami bibuty. Czynno$¢ ta ma na celu niedopusz-
czenie do szybszego wyschniecia czesci Srodkowej paska bibuty, co
pociggatoby za sobg wedrowke buforu z konncow paskéw i przesuwanie
tym samym skrajnych frakcji ku $srodkowi. StwierdziliSmy, ze postepo-
wanie to warunkuje dobry przestrzenny rozdziat albumin od -glo-
bulin. Ostatecznie suszymy paski przez pozostawienie ich na 3 — 4 go-
dziny w temperaturze pokojowej.

StwierdziliSmy, ze suszenie wilgotnych paskéw w 105° wplywa
ujemnie na powtarzalno$é wynikow.

Barwienie. Wysuszone paski bibuty z rozdzielonymi frakcja-
mi biatkowymi' barwimy przez 30 minut 0,1% roztworem bitekitu bro-
mofenolowego w etanolu zawierajgcym 10% chlorku rteciowego. Od-
barwianie miejsc bibuty wolnych od biatka odbywa sie przez 5 — 7-
krotne wymywanie 0,5%' roztworem kwasu octowego w czasie 40 —
60 minut w plaskiej wanience fotograficznej. Poza odcinkiem drogi
przebytym przez biatko pasek bibuty jest zupetnie biaty bez $ladéw
barwnika.

WykazaliSmy, ze na wyniki iloSciowe nie wywieraja wptywu na-
wet do$¢ znaczne odchylenia od tych standartowych warunkdéw bar-
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wienia, jak np. przedtuzenie czasu barwienia do 24 godzin, niewielkie
zmiany stezenia barwnika (0,05 — 0,2%), przediuzenie czasu odbar-
wiania do kilku godzin. Poza tym réwniez przy stosowaniu biekitu bro-
mofenolowego pochodzgcego z roznych wytwdrni (radz. ,,Irjea"( niem.
.Merck" oraz ,Bayer") nie wykazaliSmy réznic w stosunku odsetko-
wym frakcji.

W miare wielokrotnego stosowania tego samego roztworu do bar-
wienia paskéw bibuty ulega on stopniowej alkalizacji pod wpltywem
weronalanu sodowego pozostatego po wysuszeniu buforu w bibule.
Uwidacznia sie to $ciemnieniem roztworu. Baiwienie takim roztworem
rowniez nie powoduje niepozgdanych zmian wynikéw odsetkowych.
Niemniej roztwor ten nalezy co pewien czas zakwaszaé¢ kwasem sol-
nym, aby nie dopusci¢ do wytrgcania sie zasadowych soli rteciowych.

Mokre paski bibuty rozktadamy w celu wysuszenia na ptycie szkla-
nej w miejscu cieptym i przewiewnym. Po wysuszeniu wprowadzamy
paski na chwile do atmosfery gazowego amoniaku; poszczegdlne frak-
cje biatkowe przedstawiajg sie wowczas jako biekitne pasemka na bia-
tym tle bibuty (rys. 4).

Rys. 4. Frakcje biatka surowicy krwi cztowieka zdrowego rozdzielone
elektroforetycznie na bibule i zabarwione.

lloSciowa interpretacja elektroforogramow.
Do celdéw iloSciowego oznaczania zabarwionych frakcji biatkowych
rozdzielonych elektroforetycznie na bibule zastosowalismy elucje barw-
nika zwigzanego z biatkiem w poszczeg6lnych rozdzielonych frak-
cjach. Na pasku bibuty z zaznaczonymi wyraznie poszczeg6lnymi za-
barwionymi frakcjami biatka kreslimy lekko otdwkiem granice rozdzia-
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tu i odcinamy odpowiednie skrawki. Bitekit bromofenolowy zwigzany
z biatkiem w tych skrawkach poddajemy nastepnie elucji przy pomocy
12 ml 2% roztworu weglanu sodowego w 50% metanolu bezposrednio
w probéwkach do fotometrowania. Po uptywie 2 godzin przy kilkakrot-
nym mieszaniu roztworu usuwamy uwolnione od barwnika skrawki bi-
buty i wykonujemy pomiar ekstynkcji niebieskiego roztworu dla dtugo-
$ci fali Swiatta X = 595 mi-i (maksimum absorbcji). Probe $lepg (ekstynk-
cja = 0) stanowi analogiczny eluat z niezabarwionego skrawka bibuty.
Wartosci ekstynkcji dla préby Slepej nie roznity sie od ekstyncji dla
czystego roztworu stosowanego do desorpcji barwnika. Pomiary
ekstynkcji wykonujemy przy pomocy spektrofotometru Colemana
w probowkach Srednicy 2,2 cm sprawdzonych pod wzgledem optycznej
jednorodnosci.

StwierdziliSmy, ze ekstynkcja roztworu, do ktérego wprowadzono
na pewien czas skrawki czystej stosowanej przez nas bibuty, nie ulega
zmianie. Swiadczy to, ze w danych
warunkach nie zachodzi adsorpcja
barwnika przez widkna bibuty.

W celu przekonania sie, czy
mierzona ekstynkcja roztworu jest
proporcjonalna do stezenia barwni-
ka wykonaliSmy odpowiednie po-
miary, ktérych wyniki przedstawia
rys. 5.

Z rys. 5 widzimy, ze do roztworu
btekitu bromofenolowego w ptynie
stuzacym do elucji (2% Na2CC>3
w 50% CH"OH) prawo Beer'a sto-
suje si¢ jedynie w niskich steze- Rys. 5. Zalezno$¢ ekstynkcji E od ste-
niach. W opisanych warunkach po-  jenia biekitu brofofenolowego ¢ (w jed-
miaru  fotometrycznego powyzej nostkach wzglednych).
wartosci ekstynkcji E — 0,5 nie za-
chodzi juz prosta proporcjonalnos¢ miedzy stezeniem a ekstynkcjag roz-
tworu. Okoliczno$¢ ta zmusza do wprowadzania poprawek dla warto-
Sci ekstynkcji przekraczajagcych 0,5, ktérych mozna dokonaé tatwo
w oparciu o rys. 5, albo tez bardziej stezone rozitwory nalezy rozcien-
cza¢ w ten sposdb, aby ich ekstynkcja byta nizsza od E = 0,5, uwzgled-
niajgc w obliczeniach stopien rozciefczenia.

Nalezy podkresli¢, ze przy ilosciach biatka podanych w wyzej opi-
sanej metodyce rzadko otrzymujemy przy fotometrowaniu eluatéow
wartosci ekstynkcji wyzsze od E = 0,5.
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Nastepne zagadnienie stanowita proporcjonalno$¢ miedzy steze-
niem barwnika, a iloScig biatka. Juz z tablicy 1 wynika, ze przy wyz-
szych stezeniach albumin zachodzi ich niedobarwienie.

Badania te (tabl. 2) wykonaliSmy postugujgc sie roztworem elektro-
foretycznie czystych albumin w réznych dokladnie oznaczonych steze-
niach. llosci poszczegolnych roztworéw nakraplanych na paski bibuty
byty doktadnie okreslane z réznicy ciezaru kapilary przed i po natoze-
niu roztworu albumin. Kazdy roztwér naktadano raz w jednej waskiej
linii startowej (tabl. 2, nr 7 — 12), drugi raz na duzo wiekszej powierzch-
ni paska bibuty (tabl. 2, nr 1 — 6). Zachowali$my takie same warunki
badania jak w rozdziale elektroforetycznym, jednakze bez przeptywu
pradu elektrycznego.

Po wysuszeniu paski bibuty normalnie zabarwiliSmy mierzac nastep-
nie powierzchnie zajete na paskach bibuly przez poszczegdlne barwne
plamki albumin. Elucji barwnika dokonano przy pomocy réznych obje-
tosci 2% Na2C0 3 w 50% CH3OH dostosowanych do ilosci wprowadzo-
nego biatka. Miato to na celu unikniecie odchylen od prawa Beer'a za-
chodzacych przy wiekszych stezeniach biekitu bromofenolowego. Zmie-
rzong warto$¢ ekstynkcji przeliczyliSmy nastepnie na ekstynkcje £(12)
odniesiong do objetoSci 12 ml eluatu uwzgledniajac stopien rozciencze-
nia. Wyniki tych badan przedstawia tablica 2.

Tablica 2
Zaleznos$¢ ekstynkcji od ilosci albumin oraz od powierzchni zajmowanej pizez nie na
bibule
steze- '105¢ Ilt?s’é P Q/P v R(2>
nie ﬁaio- albu- Pole Stopien za- Obje- E Ekstynkcja  Stosunek
Nr albu- 2°"®" min p_Iam- geszczenia  to$c Zmierzo-, przelicze- E(12)
min 9070Z- o ki al- (9 eluatu " €KS* 1iyna 12 mi Q
% tworu pasku bumin mm?2 mi tynkcja eluatu
mg mm2
ic9
1 050 6,67 333 906 0,037 12 0,113 0,113 0,00340
2 099 6,68 66,1 806 0,082 12 0,233 0,233 0,00353
3 14 6,78 957 770 0,124 24 0,164 0,328 0,00343
4 1,89 6,87 130 1045 0,124 36 0,155 0,465 0,00358
5 2095 6,56 194 792 0,211 48 0,179 0,716 0,00369
6 4,53 7,22 327 1188 0,275 60 0,250 1,250 0,00383
7 050 1027 513 247 0,208 12 0,178 0,178 0,00347
8 0,99 6,70 66,3 323 0,205 12 0,242 0,242 0,00365
9 141 6,60 93,2 303 0,307 24 0,163 0,326 0,00350
10 1,89 6,69 127 392 0,325 36 0,142 0,426 0,00335
11 2,95 6,92 204 336 0,608 48 0,161 0,644 0,00315
12 4,53 6,92 314 372 0,845 60 0,152 0,760 0,00242
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Z tablicy 2 mozna odczyta¢, ze albuminy ulokowane na bibule wig-
z3 proporcjonalng ilo$¢ biekitu bromofenolowego, o ile nie jest za wy-
soki ich stopien zageszczenia przypadajacy na jednostke powierzchni
bibuty. Proporcjonalno$¢ ta jest zachowana, gdy na 1 mm2 powierzch-
ni bibuty nie przypada wiecej niz 0,3 My albumin.

Analogiczne pomiary wykonaliSmy rdéwniez stosujagc odpowiednio
rozcienczong surowice. WykazaliSmy, ze proporcjonalno$¢ miedzy ilo-
Scig catkowitego biatka a iloScig zwigzanego przez nie barwnika jest
prosta, o ile na 1 mm2 powierzchni bibuty (Macherey-Nagel nr 61) nie
przypada wiecej niz 0,3 i-ig biatka.

R6znica ilosci btekitu bromofenolowego
wigzanego przez albuminy i 7-globuliny. Do-
Swiadczalnie sprawdziliSmy stopien wigzania barwnika przez poszcze-
golne frajkcje biatkowe na przyktadzie albumin i y-globulin.

Na paski bibuty natozyliSmy zwazone ilosci roztworéw albumin
i y-globulin o doktadnie znanym stezeniu. Stopien zageszczenia nie
przekraczat w obu przypadkach 0,3 ug biatka na 1 mm2 powierzchni
bibuty. Po normalnym zabarwieniu i elucji obliczono (tabl. 3), ze $red-
nio ~globuliny w tych samych warunkach wigza okoto 5% mniej bile-
kitu bromofenolowego anizeli albuminy.

Tablica 3

Wigzanie biekitu bromofenolowego przez albuminy i ~-globuliny

”IOSC nakro- losc Q " E Stosunek Srednio
ROZtwWor o] orego roz- llos¢ bli a Zmierzona E E
woru na pasku .
kstynk
mg ~g ekstynkcja Q Q
7,63 78,0 0,275 0,00353
0, -
1,(_)2 % albu 7,97 81,3 0,283 0,00348 0,00353
min 7,35 75,0 0,270 0,00360
7,22 73,7 0,260 0,00353
7;26 93,1 0,315 0,00338
1,28 % y-glo- 7,42 95,2 0,318 0,00334 0.00335
bulin 7,28 93,4 0,315 0,00337 '
7,11 91,2 0,300 0,00329

réznica: 0,00018

czyli y-globuliny wigza okoto 5°0 mniej biekitu bromofenolowego niz albuminy.

Obliczanie. Przy zatozeniu, ze sg spetnione wyzej omawiane
proporcjonalnosci obliczenie procentowego skiadu poszczeg6inych
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frakcji biatkowych jest proste: przyjmujgc sume ekstynkcji dla wszyst-
kich frakcji za 100% oblicza sie procentowy udziat poszczeg6inych'
frakcji na podstawie wielko$Sci odpowiednich ekstynkcji.

Mozliwo$§¢ pomiarow przy uzyciu zwykte-
go kolory metr u W toku badan wykazaliSmy, ze w przypad-
ku nieposiadania fotometru mozna rowniez uzyska¢ zadawalajgce re-
zultaty postugujac sie zwyktym kolorymetrem typu Dubosq‘a bez uzy-
cia specjalnych roztworéw wzorcowych. Poszczeg6lne eluaty poréw-
nuje sie woéwczas kolejno w kolorymetrze z odpowiednim roztworem
tegoz barwnika o dowolnym nieznanym stezeniu. Dokladnos$¢ pomiaru
jest wieksza, gdy warto$¢ stezenia roztworu poréwnawczego bedzie po-
$rednia miedzy minimalng i maksymalng odpowiednig warto$cig dla
eluatow.

Jezeli oznaczymy grubo$¢ warstwy roztworu poréwnawczego przez
w, a eluatdw przez e przy zréwnaniu barw w kolorymetrze, to odpo-
wiednie ilorazy w/e majg sie tak do siebie, jak procentowy sktad po-
szczegOlnych frakcji biatkowych. Dla ilustracji przytaczamy w tablicy 4
przyktad obliczenia na podstawie subiektywnego pomiaru koloryme-
trycznego oraz pordéwnanie z obiektywnym pomiarem fotometrycznym.
llorazy w/e oznaczajg stosunek wysokos$ci warstwy roztworu porow-
nawczego do grubosci warstwy poszczegdlnych eluatéw.

Tablica 4
Przyktad kolorymetrycznego oznaczania eluatéw oraz poréwnanie z pomiaTem
fotometrycznym
i Globuliny
Albuminy .
Ci <9 P y
Stosunek grubosci 40 10 10 25
warstw w :e 19,3 - 2,07 342 = 0146 320 - 0312 475 = 0210 i7¢ = 1452
Suma 4,190
% (kolorym.) 49,3 3,5 74 5,0 34,8
% (fotometr.) 49,8 2,5 73 -4,0 36,4

Odczynnik stosowany do elucji biekitu bromofenolowego mozna tatwo regene-

rowa¢ przez adsorpcje barwnika na weglu drzewnym; przesacz po oddzieleniu wegla
jest zupeinie bezbarwny.

Powtarzalnos¢ wynikoéw. W celuustalenia powta-
rzalnosci wynikéw stosowanej metody wykonalismy elektroforetyczny
rozdziat biatek na 25 paskach bibuty dla tej samej surowicy patolo-
gicznej. Tablica 5 przedstawia statystyczne ujecie uzyskanych wartosci.

Srednie odchylenie wynosi od 0,5 do 15, dlatego tez uwazamy, ze
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wyrazanie odsetkowego sktadu frakcji wydaje sie stuszne z doktadno-
$cig nie wiekszg niz 0,5%, gdy wykonano tylko pojedyncze oznaczenie.

Tablica 5

Oznaczenie powtarzalnosci wynikéw

Albu- Globuliny
miny a2 y

Srednia arytmet.

) 32,7 4,2 8,0 124 427
z 25 oznaczen

Srednie odchylenie 0,9 0,5 1,0 0,9 15

Srednie odchylenie

) . 0,2 0,1 0,2 0,2 0,3
Sredniej arytmet.

Wzgledny % biedu

3 28 119 125 73 35
dla pojed. oznacz.

Sprawdzenie metody. Dokladnos¢ stosowanej metody
sprawdziliSmy dla frakcji albuminowej dodajac do analizowanej row-
nolegle surowicy znang ilo$¢ krystalicznej, elektroforetycznie czystej
albuminy. Preparat krystalicznej albuminy uprzednio zanalizowany wy-
kazat zawartos¢ 89,0% albuminy i 11% wody. W tablicy 6 zawarte sg
Srednie wyniki sprawdzenia metody z 4 rownolegtych oznaczen. Biatko
catkowite oznaczyliSmy na podstawie reakcji biuretowej (51).

Tablica 6

Sprawdzenie doktadnosci stosowanej metody

Zawartos$¢ albumin znale-

Bia}ko_ cat- Jiona przy pomocy elek-
kowite troforezy na bibule
% wag.-obj.
% wzgled. % wag.-obj.

4,50 ml surowicy
+ 100,0 mg 89,0 % al- 775 478 3,70
buminy ad 5,00 ml ’ Y ’
0,9 % NacCl
4,50 ml surowicy 597 32,7 1,95
+ 0,50 ml 0,9 % NaCl ’ ' Y
Dodano % albumin: 1,78 - -

Znaleziono % albu-
min:

Biagd w odnalezieniu dodanej ilosci albumin:D,03 czyli w °/o wzglednych: 1,7°/0.
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Porownanie z innymi sposobami ilos$Scio-
wej oceny elektroforogramdéw oraz z meto-
dg Tiseliusa. Ze wzgledu na stosowany przez wielu autorow

spos6b oceniania elektroforogramow na drodze bezposredniego ich fo-
tometrowania podjeliSmy badania majgce na celu poréwnanie wynikéw
otrzymywanych réznymi sposobami dla réwnolegtych préb. Ograniczy-
lismy sie w tym przypadku do poréwnania trzech surowic ludzi zdro-
wych *).

W tym celu zbudowalismy automatycznie dziatajagce urzadzenie do
fotometrowania elektroforogramow w sposob cigglty. WykorzystaliSmy
do tego uktad rejestrujacy polarografu Heyrowsky'ego przystosowujac
go jednoczesnie do synchronicznego przesuwania elektroforogramu na

XP o

Rys. 6. Krzywe elektroforetyczne dla biatka surowi-
cy | uzyskane: a) przy pomocy elektroforezy swo-
bodnej, b) przez bezposrednie fotometrowanie elektro-
forogramu na bibule, cj przez fotometrowanie tego
samego paska po kapieli w mieszaninie parafiny
i a-bromonaftalenu, d) po przeliczeniu wartosci prze-
zroczystosci P krzywej c na ekstynkcje E oraz e) dia-
gram narysowany na podstawie wynikéw metody elu-
cji barwnika (wartosci liczbowe w tabl. 7).

* Badania na wiekszym materiale majace na celu poréwnanie stosowanej przez
nas metody z elektroforeza .swobodng u ludzi zdrowych i’ chorych beda tematem na-
stepnego doniesienia.
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bibule miedzy zrodtem Swiatta monochromatycznego (X = 590 m) za-
silanym z akumulatora, a fotoogniwem (Lange S28). Oswietlona
szczelina, przed ktdra przesuwa sie pasek bibuty, posiada wymiar
25 X 1 mm.

Prad fotoelektryczny zalezny od przezroczysto$ci paska jest automa-
tycznie rejestrowany na papierze fotograficznym przy pomocy galwa-
nometru lusterkowego polarografu. Krzywe uzyskane w ten sposéb
przedstawiajg absorpcje Swiatta w zaleznos$ci od odcinka drogi przeby-
tej przez poszczegodlne frakcje biatek.

Wedtug Grassmanna i Hanniga (19) przy fotometrowaniu elektrofo-
rograméw nalezy podda¢ je uprzednio kapieli w mieszaninie parafiny

Tablica 7

Poréwnanie réznyoh metod interpretacji iloSciowej elektroforograméw biatka
na bibule z elektroforeza klasyczng Tiseliusa dla 3 surowic ludzi zdrowych

1los¢

po- Frak- Surowica
mia-  cje

row 1 1 11
w0 biatka catkowitego 6,9 73 6,4
A 64,7 58,6 58,7
Elektroforeza swobodna, ai 4,2 6,2 53
aparat Fokal F, 1 «Q 9,3 9,6 10,3
krzywa zstepujaca p 9,9 15,0 11,0
v 11,9 10,6 14,7
Obliczono z krzywej absorpcji A 34,1 33,5 324
$wiatta uzyskanej przez bez- ai 8,0 7.9 8.9
posrednie fotometrowanie elek- 2 @ 15,0 116 12,4
troforogramu p 16,0 181 168
26,9 28,9 29,5
Obliczono z krzywej absorpcji A 43,6 37,8 42,8
Swiatta uzyskanej przez foto- ai 7.4 6,9 7.0
metrowanie  elektroforogramu 2 & 12,7 10,6 11,7
po kapieli w parafinie i a-bro- P 11,6 17,8 17,1
monaftalenie y 24,7 26,9 21,4
Obliczono z krzywej ekstynk- A 49,0 40,7 47,1
cji uzyskanej przez fotometro- 2 6,2 7.0 6,2
wanie elektroforogramu po ka- 2 @ 11,4 10,5 11,2
pieli w parafinie i a-bromonaf- p 10,1 17,6 16,2
talenie y 23,3 24,2 19,3
Obliczono na drodze fotome- A 69,2 63,0 62,0
trycznych pomiaTOw stezenia «i 2,9 3,0 3,7
barwnika wyeluowanego z po- 6 « 4,0 6,1 6,3
szczeg6lnych frakcji biatko- 2} 5,0 7,7 6,5

wych y 18,9 20,2 21,5
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i a-bromonaftalenu o wspdtczynniku zatamania $wiatta n = 151, aby
uzyska¢ maksymalng przezroczysto$é bibuty. W celu wykazania réznic
miedzy wynikami uzyskanymi przez fotometrowanie elektroforogra-
mow suchych oraz zwilzonych wymieniong mieszaning wykonalismy
odpowiednie pomiary dla tych samych paskéw bibuty. Uzyskane krzy-
we przedstawia rys. 6 bc, a wyniki liczbowe zawiera tablica 7.

Poniewaz opisana wyzej aparatura rejestruje krzywe przezroczysto-
Sci elektroforograméw, dlatego tez przeliczyliSmy je ponadto na odpo-
wiednie krzywe ekstynkcji (rys. 6 d), ktére (pod warunkiem zachowania
prawa Beer'a) sg proporcjonalne do stezenia barwnika.

Dla badanych surowic wykonano rdwniez oznaczenia przy pomocy
elektroforezy swobodnej na aparacie Fokal F **). Pomiary te wykona-
liSmy przy uzyciu tego samego roztworu buforowego, ktory stosowano
przy metodzie bibutowej, jednakze w temperaturze 8°. Wyniki tych
badan poréwnawczych zawiera tablica 7.

Zawartos$é¢ frakcji biatkowych w surowicy
zdrowych ludzi. W celu wykazania, jakie odsetkowe wartosci
poszczegOlnych frakcji biatkowych uzyskuje sie przy pomocy stosowa-
nej przez nas metody w surowicy krwi ludzi zdrowych zanalizowaliSmy
27 surowic normalnych. Pochodzity one od mezczyzn i kobiet w wieku
20 — 35 lat. Wyniki sg statystycznie ujete w tablicy 8.

Tablica 8

Zawartos¢ frakcji biatkowych w surowicy zdrowych ludzi

Albu- Globuliny

miny a as fi Vv
Srednio 61 4 7,5 8 19,5
Srednie _ 6 1 5 2 25
odchylenie

1loé¢ zbadanych zdrowych ludzi: 27.

Omowienie wynikéw

lloSciowe oznaczanie frakcji biatkowych za pomocg elektroforezy
na bibule mozna podzieli¢ na dwa etapy: dokonanie przestrzennego roz-
dziatu frakcji oraz iloSciowe ich okresSlenie. Warunkiem przystapienia
do ilosciowej interpretacji jest uzyskanie wyraznego rozdziatu poszcze-
golnych frakcji, co jest zalezne od wielu czynnikow.

*¥ Oznaczenia te wykonata doc. dr A. Smoczikiewiczowa wUKIi-
nice Choréb Wewnetrznych AM w Poznaniu, za co sktadam jej réwniez na tym miej-
scu serdeczne podziekowanie.
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Proces elektroforetycznego rozdziatu ciat biatkowych na bibule po-
winien przebiega¢ w warunkach -uniemozliwiajgcych znaczniejsze pa-
rowanie wody z paska bibulty zwilzonego roztworem buforowym.
W praktyce spotykamy dwa sposoby zachowania tego warunku. Pierw-
szy polega na umieszczeniu paska bibuty miedzy ptytkami szkia i za-
nurzeniu catosci w cieczy nie mieszajacej sie z woda, najczesciej
w chlorobenzenie (Cremer i Tiselius, 7)) wzglednie tez
na bezpos$rednim zanurzeniu bibuty w chlorobenzenie (C on sd en
i Stanier, 6) ktéry jest w tych przypadkach czynnikiem chtodza-
cym. Inny spos6b prostszy i dlatego czeSciej stosowany polega na
umieszczeniu paska bibuty w tzw. ,komorze wilgotnej” (W ieland
i Fischer, 48), czyli w przestrzeni nasyconej parg wodna.

Pierwszy sposob ze wzgledu na dobry efekt chtodzenia pozwala na
stosowanie wyzszego napiecia, a tym samym krdtszego czasu elektro-
forezy, jednakze zetkniecie sie biatka ze szkiem lub bezposrednio z chlo-
robenzenem jest w tym przypadku powodem nieco mniej wyraznego
rozdziatu frakcji. Z tych gtéwnie wzgledow wiekszo$¢ autoréw stosuje
modyfikacje z komorg wilgotng.

elektroosmoza buforu

nasek bibutu biatko .
parowanie

Wt IVt ottt ot ot/

KATODA - efekt + ANODA
\ I bufor | | bufor
wzrost poziomu na sku spadek poziomu na sku
tek elektroosmozy tek elektroosmo/.y
wzrost pH spadek pH
wzrost cisnienia osmot spadek ci$nienia osmot

Rys. 7. Schemat zjawisk zachodzacych w czasie elektro-
forezy bibutowej.

Przy stosowaniu tej modyfikacji zachodzi réwnolegle szereg proce-
sow obok zasadniczego dla rozdziatu elektroforetycznego zjawiska we-
drowki elektrycznie natadowanych czastek koloidowych. Najistotniej-
sze sg tu przesuniecia roztworu buforowego w pasku bibuty bedace wy-
nikiem nasigkania bibuly, elektroosmozy jak réwniez czesciowego pa-
rowania. Niektére z ubocznych zjawisk stale towarzyszgce elektrofo-
rezie bibutowej sg wynikiem elektrolizy roztworu moderatorowego za-
chodzgcej pod wptywem przeptywajacego pradu elektrycznego.

Zjawiska te ilustruje schematycznie rys. 7.

Nalezy oczywiscie podkresli¢, ze nasilenie tych zjawisk ulega zmia-
nom w toku trwania elektroforezy.
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Srodkowa cze$¢ paska bibuty jest obszarem, gdzie nie zachodzg
wieksze zmienne przesuniecia cieczy. Frakcje biatek na tym odcinku sg
najmniej narazone na zakidcenia pochodzgce gtdwnie z tzw. efektu
ssania. Z tego wiec wzgledu jest pozadane, aby rozdziat zachodzit
w Srodkowej czesci paska.

Biorgc pod uwage nierdwnomierne przesuniecia roztworu buforo-
wego w roznych odcinkach paska bibuty nalezy sadzi¢, ze bezpoSrednie
oznaczenia ruchliwo$ci czgsteczek w polu elektrycznym mogg by¢ obar-
czone biedem, gdy nie sa uwzglednione opisane wyzej zjawiska (42).

Komora wilgotna powinna zapewnia¢ jednostajne nasycenie zamk-
nietej przestrzeni parg wodng. Z tego tez wzgledu niepozadane sg
wieksze zmiany temperatury otoczenia przekraczajgce 2 — 3°. Drobne
nieszczelnosci komory powodujg miejscowe niedosycenia wewnetrznej
atmosfery parg wodng wyréwnywane z kolei przez wzmozone parowa-
nie roztworu buforowego z najblizszych paskéw bibuty. W nastepstwie
prowadzi to do przesunie¢ cieczy w pasku bibuty a tym samym do roz-
mazania rozdzielanych frakcji.

Aby nie powodowal wiekszych zakidcen w nasyceniu parg wodng
uznaliSmy za stosowne nakladanie surowicy na zwilzone paski bibuty
zawieszone w komorze wilgotnej przez waska szczeling miedzy dwiema
ptytkami szklanymi nakrywajgcymi w tym czasie komore.

Pasek bibuty moze by¢é zawieszony na jednym precie w sposob
,daszkowy" (Durrum, 11, Flynn i de May o, 15), albo
na dwdch pretach w ten sposéb, aby Srodkowa jego czesé byta pozioma
(Grassmann i Hanning, 19). Drugi sposéb posiada te za-
lete, ze wdwczas biatko w swojej wedréwce na bibule nie styka sie ze
szktem, co na skutek adhezji roztworu moze dawa¢ mniej ostre roz-
dziaty frakcji.

Najdogodniej jest stosowaé elektrody platynowe. Elektrody weglo-
we ulegajg stopniowemu rozpylaniu w roztworze. Zastosowane przez
nas btony celofanowe oddzielajg roztwdr w naczyniu elektrodowym od
reszty uktadu zabezpieczajagc bufor w wanienkach przed zanieczyszcze-
niem go weglem rozpylanym z elektrod weglowych.

Przy zbyt matej powierzchni elektrod dochodzi w trakcie elektrolizy
buforu do tak znacznego wydzielania sie na anodzie kwasu dwuetylo-
barbiturowego, ze zajmuje on znaczng powierzchnie elektrody utrud-
niajac przeptyw pradu elektrycznego. Obserwuje sie wéwczas znaczny
spadek napiecia i natezenia pragdu. Odpowiednio duza powierzchnia
elektrod zapobiega tym niepozadanym zjawiskom. W przyblizeniu moz-
na okresli¢, ze na kazdy 1 mA natezenia pradu przeptywajgcego przez
uktad wystarczy w tym celu okoto 10 cm2 powierzchni elektrody.
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Podobnie w $wietle przeprowadzonych badahA poréwnawczych, roz-
dzielanie frakcji elektroforetycznych w nizszej temperaturze (8 — 12°)
(19) nie wydaje sie konieczne. Wniosek ten potwierdzajg réwniez inni
autorzy (43).

Z wielu stosowanych przez r6znych badaczy buforéw najbardziej
przydatnym do celéw elektroforezy biatek krwi okazat sie bufor wero-
nalowy (17, 29). Wedtug Antweilera (1) powinien on zawieraé
jak najmniejszg réznorodno$¢ jonéw wykluczajagc w zasadzie jony wy-
zej wartosciowe. Sporzadzanie roztworu moderatorowego z weronalanu
sodowego i kwasu solnego wprowadza niepotrzebnie do uktadu znaczna
ilos¢ jonow CI' i dlatego uwazamy, ze stuszniej jest wychodzi¢ z kwa-
su dwuetylobarbiturowego zobojetnionego w odpowiednim stopniu
tugiem sodowym. Ponadto weronal w przeciwienstwie do jego soli so-
dowej daje sie tatwo oczysci¢ przez krystalizacje z wody.

Optymalne pH dla elektroforetycznego rozdziatu biatek surowicy
krwi podajg rézni autorzy na 8 — 9 (Dittmer, 9), przyczem naj-
czesciej stosowany jest bufor o pH = 8,6 (2).

Wieksza rozbiezno$¢ zdan zachodzi w stosowaniu wartosci mocy
jonowej m roztworu buforowego (52). NajczeSciej spotykamy tu war-
tosci u = 0,05 oraz 0,1. Przy mniejszej mocy jonowej czasteczki biatka
wedrujg szybciej w polu elektrycznym (29), natomiast przy wiekszej
mocy jonowej jest mniejszy efekt adsorbcji biatka przez widkna bi-
buty. Efekt ten polegajacy na zostawianiu $ladu w postaci smugi (ang.
,tralling®, 21, 29) ciggnacej sie za wedrujaca frakcjg dotyczy gtéwnie
albumin i, jak stwierdziliSmy, jest duzo mniejszy przy wyzszych ste-
zeniach jonowych roztworu moderatorowego, co pozostaje w zgodzie

ze spostrzezeniami innych autorébw (M ack ay iin.(29).

Podobnie stosowanie zbyt wysokich stezen jonowych m = 0,2 — 0,3)
moze powodowaé wytragcanie sie biatka (Martin i Fr an-
glen, 30).

Z tych wzgledow stosowanie roztworu buforowego o mocy jonowej
u = 0,1 wydaje sie nam najbardziej celowe.

Na intensywnos$¢ zabarwienia smugi ciggnacej sie za wedrujagcymi
frakcjami biatek posiada duzy wptyw gatunek bibuty stosowanej do
elektroforezy. Adsorpcja biatka przez bibute powinna zachodzi¢ w jak
najmniejszym stopniu. Warunek ten dostatecznie speinia bibuta Ma-
cherey-Nagel nr 61. Hardwicke (21) uwaza, ze smuga ta po-
wstaje kosztem albumin i wprowadza w tym celu specjalng poprawke.
W opisanych przez nas warunkach uzyskujemy elektroforogramy, dla
ktorych tego rodzaju poprawka miataby duzo mniejszg warto$¢, pozo-
stajagcg ponizej wartosci btedu oznaczenia.

12 Postepy Biochemii
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Naktadanie roztworu biatkowego na suchy pasek bibuty i nastepne
zwilzanie roztworem moderatorowym prowadzi do zbyt silnego wigza-
nia sie niektérych biatek surowicy z wiéknami celulozy (30). Dlatego
nalezy naktadaé¢ surowice na uprzednio zwilzony roztworem buforo-
wym pasek bibuty.

Zwilzanie bibuty przez zanurzenie w roztworze buforowym i ewen-
tualne nastepne osuszenie jej przy pomocy suchej bibuty nie gwaran-
tuje zawsze jednakowego stopnia zwilzenia paska. W nastepstwie po-
cigga to za sobg roznice w dziataniu tzw. ,pragdu wodnego" (K e m u-
la i Bartosiewicz, 25 Slotta iin 43), ktéory objawia
sie w przesunieciach roztworu buforowego wzdtuz paska bibuty.

Z tych wzgledéw najbardziej celowy wydaje sie zastosowany przez
nas samoistny sposob zwilzania paskéw bibuty, ktéry gwarantuje row-
nomierny i zawsze jednakowy stopien jej nawilzenia.

Niektérzy autorzy upatrujg gtowng przyczyne tzw. ,pradu wodne-
go" w parowaniu cieczy z powierzchni bibuty. Czynnik parowania (bez
przeptywu pradu elektrycznego) jest w tym przypadku bardzo maty
i wedtug badan S lotty iin (43) wynosi w 20° okoto 0,12 mg wo-
dy z 1cm2na 1 godzine, co dla 1 paska odpowiada okoto 0,02 — 0,03 ml
buforu. Wieksze znaczenie w tej wedrowce roztworu buforowego do
$rodka paska posiada, jak wykazaliSmy, stopniowe nasigkanie juz wil-
gotnego paska bibuty (rys. 3): w tym samym czasie wchtania on ilo$¢
cieczy rzedu 0,5 g

A zatem gtbébwng przyczynag poczatkowej wedrowki cieczy ku $rod-
kowi paska bibuty jest dodatkowe nasigkanie juz zwilzonej bibuty. Na-
tomiast w czasie przeptywu pradu elektrycznego wzmaga sie parowa-
nie cieczy z paskéw bibuty i woéwczas ono staje sie zasadniczg przy-
czyng przesuwania sie cieczy ku Srodkowi paskow.

Badania Ewerbecka i Lohmanna (14) stwierdzity, ze
pozywienie i rytmika dobowa nie posiadajg wptywu na sktad biatek su-
rowicy. Surowica przechowywana w lodéwce nie zmienia swojego
sktadu do 7 dni, co stwierdzajg réwniez inni autorzy (29, 34).

Znacznym uproszczeniem w porownaniu z elektroforezg klasyczng
jest mozno$¢ bezposredniego badania ptyndw biatkowych za pomoca
elektroforezy bibutowej bez uprzedniej dializy substancji niskoczastecz-
kowych. Podkres$lajg to wszyscy badacze z jednym wyjatkiem (18), kt6-
rego przyczyne stanowi prawdopodobnie biedna interpretacja wyni-
kéw: nieuwzglednianie przesuwania sie frakcji wraz z buforem przy
wysychaniu koncow paskow bibuty.

Wazne zagadnienie stanowi réwniez optymalne stezenie badanego
roztworu biatka. Wiekszo$¢ autordw stosuje nakladanie nierozcienczo*
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nej surowicy uwazajac nawet, ze zawarto$¢ biatka 6 — 8% jest opty-
malna (41). Blizsze badania niektorych autorow (21, 30) jak i witasne
wskazujg na to, ze zbyt duze stezenie biatka powoduje nadmierne na-
gromadzenie i nastepnie niedobarwienie najobfitszej frakcji, najcze-
$ciej albumin (ang. ,packing effect“ i ,,understaining effect") (21). Przy
duzych stezeniach albumin przypadajgcych na jednostke powierzchni
bibuty nie zachodzi prosta proporcjonalno$¢ miedzy iloScig biatka a ilo-
$cig zwigzanego z nim barwnika (tabl. 2). Ten efekt niedobarwienia
przy duzych stezeniach albumin staje sie przyczyna uzyskiwania zbyt
matych odsetkowych warto$ci dla tej najobfitszej i najszybciej wedru-
jacej frakcji biatkowej (tabl. 1 i 2).

Natomiast przy matym stezeniu albumin, dla ktérych ten efekt nie-
dobarwienia przy wyzszych stezeniach jest najbardziej charakterystycz-
ny, mozna uzyska¢ poprawne wartosci ilosciowe nawet przy stosowa-
niu nierozciericzonej surowicy. Faktem tym mozna wyjasni¢ wyniki
Capsaniego i Bernasconiego (cyt. wg 41), ktérzy
otrzymywali wartosci zgodne z elektroforezg klasyczng tylko w przy-
padkach duzej dysproteinemii.

Oczywiscie przy naktadaniu roztworu biatkowego na zwilzony pa-
sek bibuty zachodzi zawsze rozcieniczanie réztworu biatkowego roztwo-
rem moderatorowym. Istotne w iloSciowej elektroforezie bibutowej
jest koncowe stezenie biatka przypadajace na jednostke powierzchni
bibuty, czyli tzw. stopien zageszczenia. Jest on uwarunkowany kilkoma
czynnikami, ktdre mozna przyja¢ za state, jak np. gatunek bibuty, tem-
peratura, czas elektroforezy, objeto$¢ naktadanego roztworu biatkowe-
go, sposob naktadania i sposob suszenia. StopieA zageszczenia jest
oczywiscie zalezny od stezenia nakladanego roztworu biatkowego.
Z tabl. 2 wynika, ze aby zapobiec efektowi niedobarwienia albumin nie
nalezy dopusci¢ do zageszczenia przekraczajgcego 0,3 ug albumin na
1 mm- powierzchni bibuty. W opisanych wyzej warunkach naktadany
na bibute roztwor nie powinien zawieraé wiecej niz 1,5 — 2% albumin.

Zaktadajac, ze w normalnych warunkach 2/3 biatka surowicy stano-
wig albuminy, przy catkowitej zawartosci biatka 6 — 8%, nalezy do ba-
dan elektroforetycznych rozcienicza¢ surowice 3 — 4-krotnie. Wéwczas
stezenie albumin bedzie wynosi¢ okoto 1 — 1,5°%0, czynigc zado$¢ wy-
mienionym wyzej wymaganiom. Najlepiej jest oznacza¢ w badanej su-
rowicy stezenie biatka catkowitego i nastepnie rozcienczaé jg do za-
wartosci 2% biatka.

Hardwicke (21) poleca nawet rozcienicza¢ surowice do zawar-
toSci 1%- biatka, stosujac jednakze znacznie wiekszg objeto$¢ roztworu.
Stosowanie do rozciefnczenia surowicy zabarwionego roztworu bu-
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forowego wydaje sie nam stuszne tym wiecej, ze utatwia ono kontrole
przy naktadaniu roztworu na bibute jak rowniez uwidocznia elektrofo-
retyczng wedrowke albumin.

Dla uzyskania jak najbardziej doskonatego rozdziatu frakcji biatek
nie jest obojetny wybdér miejsca nakroplenia jak rowniez czasu liczo-
nego od chwili zwilzenia pask6éw. Powodem tego jest zjawisko ,pradu
wodnego", ktory moze wptywaé korzystnie lub niekorzystnie na roz-
dziat elektroforetyczny (43).

Z rys. 3 wynika, ze zjawisko to zachodzi najintensywniej zaraz po
zwilzeniu bibuty, nalezatoby zatem wybraé po6zZniejszy czas nakladania
roztworu biatkowego. Jednakze po zbyt diugim czasie nawilzania (Kkil-
ka godzin) bibuta jest juz tak znacznie nasycona cieczg, ze jedynie
z trudem wchtania ona nakraplany roztwor powodujac rozlewanie go
w plamke o zbyt duzej powierzchni. Rys. 3 jak réwniez wykonane pré-
by wskazuja, ze optymalny czas naktadania roztworu biatka wynosi
w opisanyctf warunkach okoto 1 godziny liczac od chwili catkowitego
zwilzenia paskéw bibuty.

Wydaje sie nam, ze celem unikniecia smugi, jakg zostawiajg na bi-
bule przesuwajagce sie /-globuliny, najbardizej wskazany jest taki wy-
bér linii startowej, aby po zakonczeniu elektroforezy /-globuliny pozo-
staty w miejscu nakroplenia. W opisanej metodyce warunek ten jest
spetniony, gdy linia startowa lezy w odlegtosci 3 cm od $rodka paska
bibuty w kierunku katody.

Dla celdw analizy ilosciowej badany roztwor biatkowy powinien by¢
naktadany na pasek bibuty w postaci waskiego poprzecznego paska.
Nakraplanie za pomoca pipety lub pedzelka daje w wiekszosci przy-
padkow nierownomierne uksztattowanie paska.

Wedtug Martina i Franglena (30) naktadanie badane-
go roztworu pedzelkiem moze powodowaé czeSciowg denaturacje bial-
ka przez zetkniecie sie z wilosiem. Autorzy ci, stosujg waski skrawek
bibuty napojony surowicag, ktory na krotki czas umieszczajg w odpo-.
wiednim miejscu na pasku bibuty. Jednakze sposob powyzszy, jak row-
niez naktadanie przy pomocy krawedzi szkietka podstawowego nie po-
zwala na $cislejsze odmierzenie ilosci roztworu biatka wprowadzonego
na pasek bibuty. Stosowanie kapilarnej rurki szklanej do naktadania
roztworu biatkowego na pasek bibuty wydaje sie stanowié¢ najlepszy
spos6b postepowania. Posiadamy woOwczas mozno$¢ naktadania anali-
zowanego roztworu w jednakowej znanej objetoSci.

Dla poprawnej ilosciowej interpretacji rozdzielonych frakcji biatko-
wych odlegto$¢ albumin od y-globulin powinna wynosi¢ co najmniej
kilka centymetréow (D itt m e r, 9). Odlegto$¢ ta jest zalezna mie-
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dzy innymi od napiecia przytozonego do koncow paska oraz od czasu
trwania elektroforezy.

Zbyt wysokie natezenie pradu przeptywajgcego przez paski bibuty
powoduje za obfite parowanie cieczy, co jest z kolei powodem zaktécen
w rozdziale frakcji. Np. przy natezeniu pragdu 0,85 mA na 1 cm szeroko-
§ci paska otrzymano rozdziat biatek surowicy na tylko dwie frakcje
(43). Dla celow praktycznych poleca S 1o tta iin (43) natezenie
0,25 mA/cm, a Martin i Franglen (30) podajg wartosci 0,15 — 0,20 mA/cm.

Natezenie pradu przy statych warunkach wykonywania elektrofo-
rezy jest regulowane wielkoscig napiecia przytozonego do koncow pa-
skow bibuty. Zgodnie z wiekszoscig autoréw (9, 19, 30) nie powinno ono
wynosié wiecej niz 150 V czyli okoto 5V na 1 cm diugosci paska (dla
modyfikacji z komorg wilgotng).

Zbyt niskie napiecia wymagajg diugiego czasu rozdziatu, co nie
sprzyja ostrosci uzyskanego obrazu ze wzgledu na procesy dyfuzji.

Wedtug naszych doswiadczeA stosowanie stabilizatora napiecia nie
jest konieczne do uzyskiwania rozdziatu elektroforetycznego na bibule,
gdyz najczesciej nie okreslamy tu szybkosci wedrowki czasteczek biat-
ka w polu elektrycznym, a rdznica potencjatow stuzy jedynie do prze-
strzennego rozdzielenia poszczego6lnych frakcji. Drobne wahania napie-
cia wptywajag w jednakowym stopniu na przesuwanie sie wszystkich
sktadnikdw wedrujgcych w polu elektrycznym.

Spos6b suszenia paskéw bibuty posiada bardzo doniosty wpltyw na
zachowanie ostrych granic miedzy poszczeg6lnymi frakcjami biatkowy-
mi. Przy braku zachowania odpowiednich ostroznosci cze$¢ srodkowa
paskdw wysycha szybciej, co powoduje przesuwanie sie buforu z obfi-
ciej zwilzonych koncow paska ku srodkowi. Powoduje to z kolei zbli-
zanie sie skrajnych rozdzielonych frakcji (albumin i ”-globulin) ku
srodkowi, zachodzenie frakcji na siebie oraz skrocenie odcinka, na ja-
kim dokonano rozdziatu.

Mozna zapobiec temu niepozgdanemu zjawisku przez odciecie lub
osuszenie obficie nawilzonych koncéw paskéw przy pomocy suchej
bibuty bezposrednio po wyjeciu ich z komory wilgotnej. Efektem tej
prostej czynnosci polecanej réwniez przez M a c k ay a (29 jest
uzyskanie bardzo dobrego rozdziatu albumin od ax-globulin.

Suszenie wilgotnych paskéw w wyzszej temperaturze (105°) obniza,
jak stwierdziliSmy, stopien powtarzalnosci wynikow i z tego powodu
nie jest godne polecenia.

Warunek denaturacji barwionego biatka jest w dostatecznym stop-
niu spetniony w procesie samego barwienia, gdzie czynnikami dena-
turujacymi jest etanol oraz wysokie stezenie chlorku rteciowego.



»RAOzni badacze stosowali w celu uwidocznienia frakcji biatkowych
rozdzielonych elektroforetycznie na bibule caty szereg barwnikdw, jak
np. azokarmin B (37, 44), czern naftalenowa 12B (15), czern amidowa
10B (19, 9, 38, 50), biekit bromofenolowy (7, 24, 11, 28, 4), zielen bro-
mokrezolowa (16) itp. Istniejg rowniez doniesienia o innych sposobach
barwienia, jak np. reakcja z benzydyng po uprzednim chlorowaniu (39),
lub tez okreslanie umiejscowienia frakcji przy pomocy promieni ultra-
fioletowych (27, 12).

W pismiennictwie istniejg dosy¢ rozbiezne zdania na temat najwiek-
szej przydatnosci jednego ze sposobdw barwienia. W pracy niniejszej
nie przebadaliSmy przydatnos$ci réznych barwnikéw do tego celu wy-
chodzac z zatozenia, ze w najblizszym czasie specjalnie podjete bada-
nia powinny wskaza¢, ktory z barwnikow wykaze optymalne wiasnosci
w tym kierunku. Niemniej wybdr nasz padt na biekit bromofenolowy,
ktéry w oparciu o dotychczasowa krytyke (24, 21) wydaje sie najbar-
dziej odpowiedni, szczeg6lnie wowczas, gdy iloSciowa interpretacja
odbywa sie przy pomocy elucji barwnika zwigzanego przez biatko.
Przy stosowaniu azokarminu lub czerni amidowej istniejg pewne trud-
nosci w catkowitym odbarwieniu czesci bibuty wolnej od biatka (38,
9, 10).

Szerokim zagadnieniem o zasadniczym znaczeniu jest proporcjonal-
nos¢ ilosciowego wigzania barwnika przez poszczeg6lne frakcje biatek.
Prace na ten temat sg jeszcze nieliczne, niemniej na ich podstawie moz-
na sadzi¢ (15, 19, 21, 16), ze z dotychczas stosowanych barwnikéw za-
den nie posiada witasnosci $cisle jednakowego barwienia wszystkich
frakcji biatka.

Jezeli weZmiemy pod uwage, ze przy wysokich stezeniach biatka
przypadajacych na jednostke powierzchni bibuty zachodzg dyspropor-
cje miedzy iloscia biatka a iloscig zwigzanego przez nie barwnika, to
dochodzimy do wniosku, ze sprawa ustalenia dla poszczegdlnych frak-
cji biatkowych ewentualnych czynnikdw korekcyjnych proponowa-
nych przez nielicznych autorow okazuje sie bardziej zawitym proble-
mem zaleznym od wielu parametrow. Ponadto dotychczas brak jeszcze
$cistych danych dotyczacych zmian w barwieniu sie poszczeg6lnych
elektroforetycznych frakcji biatkowych patologicznie zmienionych.

W oparciu o materiat doswiadczalny stwierdzamy, ze nawet dosé
znaczne odchylenia od standartowych warunkéw barwienia nie wyka-
zuja wptywu na wyniki ilosciowe.

Uzyskany obraz przestrzennie rozdzielonych poszczegdlnych frakcji
biatkowych (elektroforogram) powinien przedstawiaé dobrze zrdznico-
wane plamki przy czym nakres$lenie linii rozgraniczajacej frakcje nie po-
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Tablica 9

Przyczyny bitedow

Wyglad elektroforogramu
Niejednakowe odcinki
przebyte przez albuminy na
réznych paskach z jednej serii

Paski ze $rodka komory po-
siadajg dtuzszy odcinek roz-
dziatu frakcji anizeli skrajne

Frakcje biatek na brzegach pa-
skéw sa intensywniej zabar-
wione (efekt brzezny) (31)

}>-globuliny oddality sie znacz-
nie od linii sitartowej

Albuminy stabo rozdzielone od
ai-globulin

Zakrzywione powierzchnie roz-
dzielonych frakcji

Nieostry, obraz

frakcji

rozmazany

drogi ;

rozdziatu frakcji

biatkowych
Mozliwe przyczyny

Nieszczelna komora wilgotna
Niejednakowy spos6b osuszania pa-
skow

Niejednakowy ,kierunek biegu" dla
paskow wycinanych z arkusza bibu-
ty w kierunkach wzajemnie prosto-
padtych

Kwasne i zasadowe produkty wtér-
nych reakcji na elektrodach docho-
dza do paskdéw bibuty

Zbyt stary lub niewymieszany roz-
twér buforowy
Naktadano roztwér biatka na linii

startu zbyt blisko brzegéw paska
Jeden brzeg paska bibuly w czasie
rozdziatu byt zawieszony nizej od
drugiego (nie poziomo)

Nieodpowiednio wybrana linia startu
Za wcze$nie natozono roztwoér biat-
kowy

Nie wyréwnano poziomoéw roztworéw
buforowych w wanienkach

Nieodpowiednia linia startu
Nieodpowiednie suszenie paskéw po
elektroforezie

Naktadano roztwér biatka zbyt blisko
brzegéw paska

Zbyt wcze$nie po nawilzeniu paskéw
bibuty naktadano biatko

Nieodpowiedni bufor lub bibuta
Zbyt wysokie natezenie pradu

Zbyt diugi czas rozdziatu

Spadanie kropel wody z gérnej piyty
komory wilgotnej

Naktadano surowice zbyt pdzno po
zwilzeniu paskéw bibuty

Zmieniony roztwdr biatka pod wpty-
wem nieodpowiedniego przechowy-
wania w temp., enzymow itp.
Niektére patologiczne surowice
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c. d. tablicy 9

Wyglad elektroforogramu Mozliwe przyczyny

Brak rozdziatu /?- i ?'-globulin 1 L Obecno$¢ fibrygenu
2. Zbyt diugi czas miedzy wytgczeniem
pradu a wyjeciem paskow
3. Niektore patologiczne surowice

Zbyt intensywna barwna smu- 1 Nieodpowiedni gatunek bibuty
ga miedzy frakcjami  (ang. 2. Zbyt niskie stezenie jonowe buforu
| trailing™)

winno nasuwac¢ watpliwosci. Odchylenia od tego obrazu $wiadczg o wy-
stepowaniu zaktdceh. StwierdziliSmy, ze przyczyne ich czesto mozna
okresli¢ z wygladu elektroforogramu. W tym celu w tablicy 9 zesta-
wiono najczesciej spotykane nieprawidtowosci rozdziatu frakcji biatko-
wych oraz przytoczono ich przyczyny.

llosciowa interpretacja elektroforogramow
na bibule. [IloSciowe oznaczanie zabarwionych frakcji biatkowych
rozdzielonych elektroforetycznie na bibule, stanowigce drugi etap tego
badania, opiera sie na oznaczeniu ilosci barwnika zwigzanego z biat-
kiem. W praktyce znajdujg szersze zastosowanie dwie metody: pierw-
sza polega na elucji barwnika zwigzanego z biatkiem i nastepnym po-
miarze jego stezenia, druga opiera sie na bezposrednim fotometrowaniu
elektroforogram6w na bibule.

Obie met%dy jtwrtnty w praktyce opracowane w szeregu modyfika-
cji i tak elucja barwnika moze sie odbywaé wedtug Cremera
i Tiseliusa (7)) z duzej ilosci waskich skrawTkéw zabarwionej
bibuty odcinanych poprzecznie do kierunku wedréwki frakcji lub tez
z kilku frakcji uwidocznionych przez rozdziat (15, 11,-29, 21; 9).

Pierwsza z tych modyfikacji daje mozno$¢ wykresSlenia Kkrzywej
elektroforetycznej charakterystycznej dla metody klasycznej T i s e-
1iusa jednakze sposdb ten jest ucigzliwy i budzi zastrzezenia na-
tury teoretycznej (28).

Metoda elucji barwnika zwigzanego z calymi rozdzielonymi frak-
cjami biatka w celu oznaczenia ich wzglednego stezenia wydaje sie
stanowi¢ metode podstawowgq i wiasciwg (O ittmer 9). Przy sto-
sowaniu tego sposobu rezygnujemy z otrzymania krzywej elektrofore-
tycznej uzyskujac bezposrednio procentowg zawarto$é poszczeg6lnych
frakcji biatkowych.

Niezaleznie od sposobu iloSciowej oceny elektroforogramu warun-
kiem przystgpienia do niej jest uzyskanie dobrego przestrzennego roz-
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dziatu frakcji biatkowych na bibule. Rozpatrujgc dalsze warunki, jakie
powinny by¢ spetnione przy stosowaniu metody elucji barwnika z po-
szczegOlnych frakcji elektroforetycznych, nalezy wymienié:

1) jednakowy stopien wigzania barwnika przez wszystkie frakcje
biatkowe,

2) prostg proporcjonalnosé miedzy iloscig danej frakcji a iloscig
zwigzanego przez nig barwnika,

3) ilosciowa desorpcje barwnika,

4) prostg proporcjonalno$¢ miedzy mierzong ekstynkcjg eluatu
a stezeniem barwnika.

Niektore z powyzszych zatozen sg spetnione tylko w ograniczonym
stopniu lub w S$cisle okreslonych warunkach.

StwierdziliSmy (tabl. 3), ze rdznica wigzania biekitu bromofenolo-
wego przez albuminy i /-globuliny jest nieduza: /-globuliny wigzg oko-
to 5°/a mniej tego barwnika niz albuminy w tych samych warunkach.
Zblizone sg wyniki innych autorow (21, 29).

Sprawa nie mmiej zasadniczej wagi jest stopien proporcjonalnosci
miedzy iloscig danej frakcji a iloScig zwigzanego barwnika. Zalezno$¢
ta jest uwarunko>wana stopniem zageszczenia biatka na bibule (tabl. 2).
Jezeli na 1 mm2 powierzchni bibuty przypada wiecej jak 0,3 Mg biatka
w warunkach opisanych w czesci dosSwiadczalnej, to ilo$¢ barwnika
zwigzanego przez biatko jest mniejsza: na skutek zbyt wielkiego stop-
nia zageszczenia ma miejsce efekt niedobarwienia. Na fakt ten pierw-
szy zwrocit uwage Hardwicke (21).

Z danych liczbowych zestawionych w tablicy 1 i 2 nalezy wyciag-
na¢ wniosek, ze naktadanie na matej powierzchni linii startowej na pa-
sek bibuty roztworu zawierajagcego ponad 15 — 2% albumin prowadzi
do uzyskania zbyt duzego zageszczenia tej frakcji na bibule, co jest na-
stepnie powodem zwigzania przez nig zbyt matej iloSci barwnika.

Dowodem iloSciowej desorpcji barwnika przez roztwoér weglanu so-
dowego w 50%' metanolu jest wyglagd skrawkéw bibuty po elucji: nie
dostrzegamy na nich $ladow zabarwionego biatka. Podobnie stosowana
przez nas bibuta nie adsorbuje biekitu bromofenolowego w roztworze
stuzagcym do elucji.

Ograniczony zakres, w jakim stosuje sie do roztworu btekitu bro-
mofenolowego prawo Beer'a (rys. 5) nakazuje rowniez dobieraé odpo-
wiednio niskie stezenie roztworu biatka wzglednie stosowac¢ do elucji
wiekszg objetos¢ roztworu.

Wyniki zawarte w tablicy 4 $wiadczg, ze zastosowanie zwyklego
kolorymetru do pomiaréw wzglednych stezen wyeluowanego barwni-

13 Postepy Biochemii
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ka daje zadowalajace wyniki w pordwnaniu z pomiarem fotometrycz-
nym. Mozliwo$¢ ta udostepnia zastosowanie iloSciowej elektroforezy
bibutowej biatek wielu pracowniom nie posiadajgcym fotometru.

Powtarzalno$¢ wynikéw jest zadowalajgca dla obfitszych iloSciowo
frakcji biatkowych (tabl. 5> dla albumin i }'-globulin wynosi ona okoto
3%. Natomiast dla mniejszych iloSciowo frakcji dochodzi ona do 12°o.

Doktadno$¢ metody sprawdzona dla jednej frakcji przez dodanie
znanej ilosci albuminy do zanalizowanej surowicy (tabl. 6) okazata sie
zadowalajgca (1,7°/0).

Przechodzagc do omowienia badan majgcych na celu poréwnanie
stosowanej metody elucji z innymi sposobami iloSciowej oceny elek-
troforograméw nalezy podkresli¢ duzg rozbiezno$¢ wynikéw ilosScio-
wych (rys. 6 i tabl. 7).

Krzywe absorpcji Swiatta uzyskane przez fotometrowanie elektro-
forograméw bezposrednio lub tez po kapieli w mieszaninie parafiny
i a-bromonaftalenu wykazuja za mate wartosci dla albumin. Potwier-
dzajg to réwniez inni autorzy (8, 21, 20, 29, 30). Jedng z przyczyn tego
faktu jest to, ze zarejestrowane wartosci krzywej absorpcji $wiatta nie
sg wprost proporcjonalne do ilosci barwnika na bibule, szczegbdlnie
przy wiekszych jego stezeniach. Przy zalozeniu stosowalnosci prawa
Beer‘a nalezatoby rejestrowaé nie krzywe przezroczystosci (absorpcji
Swiatta), a odpowiednie ikrzywe ekstynkcji. Przy automatycznym zapi-
sie ilosci Swiatla przepuszczonego przez pasek bibulty powinno wow-
czas by¢ wbudowane miedzy fotoogniwo a galwanometr urzadzenie
logarytmujgce prad fotoelektryczny wzglednie tez odpowiednia krzy-
wa powinna by¢ kreSlona na papierze wygietym w ptaszczyznie loga-
rytmicznej (Hanson i Wenzel, 20).

Opisane w piSmiennictwie niektore z automatycznych urzadzen (32,
25, 26) nie uwzgledniajgce tych zastrzezen mogg z tego powodu dawad
poprawne wyniki ilosciowe tylko w pewnym waskim zakresie stezenia
biatka na bibule.

Poréwnanie wykres6w 6 b i 6 ¢ wykazuje duze znaczenie kapieli
bibuty w mieszaninie parafiny i a-bromonaftalenu, na co zwracajg row-
niez uwage Penzold i Kofes (35).

Nalezy podkres$li¢, ze zapisywanie wartosci ekstynkcji przy fotome-
trowaniu elektroforogramow zapoczatkowane przez Grassmanna
i Hanniga (19 iinnych autoréw (13, 12) mimo iz bardziej teore-
tycznie uzasadnione, daje rdwniez za niskie warto$ci dla albumin
(tabl. 7). Jest to spowodoiwane znacznymi odchyleniami od prawa Beera,
jakie maja miejsce przy bezposrednim fotometrycznym oznaczaniu
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barwnika na bibule, co wykazali Crook iinni (8 oraz Dittmer
(9). Przeciwne wyniki otrzymali natomiast Grassmann i Han-
nig (19) oraz poczagtkowo Wenzel i Hanson (45 (por. 20).

Porownujac w tablicy 7 zawartosci frakcji biatkowych dla 3 surowic
ludzi zdrowych uzyskane przy pomocy elektroforezy swobodnej oraz
bibutowej z zastosowaniem oznaczenia barwnika na drodze elucji na-
lezy stwierdzi¢ réwniez brak S$cistej zgodnosci. Przy zastosowaniu opi-
sanej metody elektroforezy bibutowej uzyskuje sie o kilka procent
wyzsze warto$ci dla albumin. Wartosci uzyskane dla ax-, a2- i ~-globu-
lin sg prawie dwukrotnie nizsze, natomiast poziom */-globulin jest blisko
dwukrotnie wyzszy. Nizszy poziom “-globulin, a réwniez a-globulin,
uzyskany przy pomocy elektroforezy bibutowej daje sie wyjasnié
w oparciu o duzg zawarto$¢ lipidow w tych frakcjach, ktdére elektrofo-
reza swobodna zapisuje jako biatka (34, 29, 21, 30).

Naszym zdaniem gtdwng zaleta metody elucji w porédwnaniu z fo-
tometrowaniem elektroforograméw stanowi jej doktadno$¢ a ponadto
szybkos¢ i prostota wykonania. Z drugiej strony za pewng zalete me-
tody opierajgcej sie na fotometrowaniu elektroforograméw mozna uwa-
za¢ uzyskiwanie jako dokumentu krzywej elektroforetycznej bez nisz-
czenia paskow bibuty. Wydaje sie nam jednak, ze o ile przy elektrofo-
rezie klasycznej otrzymywana krzywa elektroforetyczna stanowi Kko-
nieczny etap analizy umozliwiajagcy obliczenie iloSciowe, to wysitki
zmierzajagce do uzyskania analogicznej krzywej z elektroforogramow
bibutowych czesto komplikuja to zagadnienie przez stosowanie okrez-
nej posredniej drogi fotometrowania paskow. Wielkosé btedéw meto-
dycznych w samym zapisie krzywej elektroforetycznej (8, 9) oraz pew-
na dowolnosé w iloSciowej interpretacji uzyskanej krzywej (23) wy-
dajg sie stawia¢ te metode na drugim planie.

Podobnie metoda polegajaca na rejestracji Swiatta odbitego od pa-
ska bibuty (40) jak rowniez analiza retencyjna zaproponowana przez
Wielanda i Wirtha (49 nie przedstawiajg z zasadniczych
wzgledow mozliwosci osiagniecia wiekszej doktadnosci.

Normalna zawartos¢ frakcji biatkowych w surowicy zdrowych ludzi
oznaczona przy pomocy stosowanej metodyki nie rézni sie znacznie od
wartosci przytaczanych przez niektérych autorow dla metody elektro-
forezy bibutowej (19, 9) jak i klasycznej (2, 46).

Serdecznie dziekuje prof. dr Z Stolzmannowi za wskazanie
potrzeby opracowania tego tematu, doc. dr K. Zakrzewskiemu
z Instytutu Hematologii w Warszawie za uzyczenie preparatow albumin
i y-globulin, jak rowniez dr K. Wdjcickiemu za wykonanie fo-
tografii ilustrujacych niniejsza prace.
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Streszczenie

Zbadano warunki okres$lajgce uzyskiwanie dobrego rozdziatu frak-
cji i powtarzalnych wynikéw przy iloSciowej elektroforezie bibutowej
biatek surowicy krwi ze szczegdlnym uwzglednieniem zrédet mozliwych
btedow.

Opisano warunki jakim powinna odpowiada¢ konstrukcja komory
wilgotnej, roztwdr buforowy, gatunek bibuty i sposéb jej zwilzania,
stezenie badanego roztworu biatkowego. Podkre$lono znaczenie wybo-
ru linii startowej, sposobu naktadania roztworu biatkowego, napiecia
i czasu elektroforezy jak réwniez sposobu suszenia i barwienia paskow
bibuty.

Stwierdzono, ze przy zbyt duzym zageszczeniu albumin przypada-
jacym na jednostke powierzchni bibuty (w opisanych warunkach po-
wyzej 0,3 M-g/mm2) frakcja ta wigze zbyt mato biekitu bromofenolowe-
go. Wykazano mozliwo$s¢ wykonywania pomiaréw wzglednych stezen
wyeluowanego barwnika przy pomocy zwykiego kolorymetru.

Stwierdzono, ze sposéb ilosciowej interpretacji elektroforogramow
oparty na elucji barwnika z poszczegdlnych frakcji pozwala na uzyska-
nie poprawniejszych wynikow anizeli wartosci obliczone z krzywych
elektroforetycznych otrzymanych na drodze fotometrowania zabarwio-
nych paskow bibuty.
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p O S T E P Y B I O C H E M 1 |1
TOM 11 1956 ZESZYT 1

KOMITET BIOCHEMICZNY WYDZIALU Il PAN

SPRAWOZDANIE Z DZIALALNOSCI ZA ROK 1955

1. DANE OGOLNE

Komitet Biochemiczny odbyt w roku sprawozdawczym 6 zebrah plenarnych
w dniach: 27.1, 12111, 17.V, 24.VI, 23.1X i 29.XIl. Ponadto w roku sprawozdawczym
odbyto sie w dn. 11 i 12 marca sympozjum VI o kwasach nukleinowych i nukleo-
proteidach. Charakter sympozjum miata rowniez odbyta w dniach 28. i 29.XI kon-
ferencja sprawozdawcza z Il Miedzynarodowego Kongresu Biochemikéw w Brukseli.
W roku sprawozdawczym réwniez odbyta sie w dn. 18.V. 1955 r. Il sesja sprawoz-
dawcza Komitetu Biochemicznego PAN z prac dotowanych w roku 1954.

2. PLANOWANIE | ORGANIZACJA BADAN NAUKOWYCH

2.1. W roku sprawozdawczym Komitet po doktadnej dyskusji i w oparciu o wy-
niki pierwszej sesji sprawozdawczej zaakceptowat dotowanie 24 tematéw wykony-
wanych w 10 oSrodkach badawczych poza oSrodkami nalezacymi do Polskiej Aka-
demii Nauk. Og6lng sume dotacji wynoszaca 245.400 zt podzielono pomiedzy 6 pro-
bleméw szczeg6lnie waznych tj.: Biatka biologicznie czynne (100.800 zt), Fizjolo-
giczne i biochemiczne prawidiowosci rozwoju mikroorganizméw, ich eksperymen-
talna zmiennos$¢ i selekcja (53.500 zi), Biologia nowotworéw (20.000 zt), Biologia
wiruséw i choroby wirusowe (20.000 zi), Naukowe podstawy zywienia zbiorowego
(12.000 zt), Antybiotyki (3.500 zi). Pozostatg sume 35.600 zt przeznaczono na doto-
wanie takich prac, ktére juz to ze wzgledu na swe znaczenie metodyczne, juz to
ze wzgledu na ksztatcenie mitodych kadr zastugiwaly na dotowanie.

1 sesja sprawozdawcza, zdaniem Komitetu trafna i bardzo przydatna forma
sprawozdawczos$ci z prac dotowanych, majgca charakter roboczej dyskusji labora-
toryjnej pozwolita Komitetowi zorientowaé¢ sie w catoksztatcie prowadzonych ba-
dan i osiagnietych wynikach.

A oto kierunki badan poszczeg6lnych os$rodkéw:

1 Os$rodek kierowany przez prof. dr T. Baranowskiego we Wroctawiu
ztozyt sprawozdanie z nastepujacych 4 prac:

a) Wpityw jednorazowej dawki hydrolizatu ACTH u zdrowego cziowieka na
aktywnoé$¢ cholinesterazy, pseudocholinesterazy, anhydrazy weglanowej oraz gluta-
tionu we krwi. — Prace te referowata lek. Barbara Kowal.

b) Badania wptywu ACTH na poziom potasu w osoczu ludzkim. — Prace te re-
ferowata mgr E. Romanowska.

¢) Wptyw hydrolizatu ACTH na poziom azotu aminokwasowego i fosfatazy alka-

licznej we krwi ludzi. — Prace referowat dr St. Karpiak.
d) Wptyw hydrolizatu ACTH na poziom biatek, cholesterolu i eozynofilow we
krwi u ludzi. — Prace referowata doc. dr W. Mejbaum-Katzenellenbogen.

[191]



192 SPRAWOZDANIE KOM. BIOCH. ZA 1955 2]

2. OSrodek kierowany przez prof. dr J. Opiensk g-B lauth (Zakiad Chemii
Fizjologicznej AM w Lublinie) ztozyt sprawozdania z nastepujacych 4 prac:

a) Badania nad przemiang aminokwasowg u pratkéw kwasoodpornych. — Prace
leferowata Olga Saktawska-Szymonowa.

b) Préby izolowania transaminazy asparginowo-glutaminowej i u Mycobacteriurn
phlei. — Prace referowat Z. Gasior.

c) Badania nad mechanizmem powstawania estrow heksozofosforowych u Myco-

bacteriow. — Referowat d rM. Szymona.
d) Chromatografia iloSciowa zwigzkéw redukujgcych. — Referowata |I. Madecka-
Borkowska.

3. OSrodek kierowany przez prof. dr B. Skarzynskiego (Zaktad Chemii
Fizjologicznej AM w Krakowie) przedstawit dwie prace:

a) Potaczenia witaminu B12 z biatkami. — Referowat dr W. Ostrowski.

b) Zmiany w obrebie kwaséw nukleinowych w okresie kancerogenezy. — Refe-
rowata mgr M. Weber.

4. Osrodek kierowany przez prof. dr W. Mozotowskiego (Zaktad Chemii
Fizjologicznej AM w Gdansku) przedstawit dwie prace:

a) Obraz odwracalnej hemolizy w mikroskopie fazowo-kontrastowym. — Refe-
rowal w imieniu prof. dr St. Hillera i swoim lek. A. Manitius.
b) O odwracalnej hemolizie. — Referowat lek. A. Manitius.

5. Os$rodek kierowany przez kand. nauk inz. E. Borowskiego (Oddziat
Biochemii Inst. Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdansku) przedstawit: lzolo-
wanie i witasnosci czystej cereiny B2 — antybiotyku szczepu B. Cereus.

6. OSrodek kierowany przez prof. dr Rufine Ludwiczak (Zaktad Chemii
Organicznej AM w Poznaniu) przedstawit prace: Wplyw niektérych surowcow
roSlinnych na miesaka Crockera u myszy.

7. Osrodek kierowany przez doc. dr S. Dude przedstawit prace z Zakiadu Mi-
krobiologii Rolnej WSR w Poznaniu: Badania nad wytwarzaniem witaminy Bn
przez bakterie rozdz. Rhizobium. — Prace referowat w imieniu K. Zodrowa i wtas-
nym doc. Duda.

8. Odrodek kierowany przez prof. dr J. I/rbanskiego (Zaklad Zoologii
Ogéblnej UP w Poznaniu) przedstawit plan prac Pracowni Fizjologii Poréwnawczej
kierowanej przez dr J. Michejde. Problematyka poruszania dotyczyta gospodarki
energetycznej zwierzat bezkregowych a szczegdlnie skupiata sie nad enzymami od-
dechowymi $limakéw.

9. Odrodek kierowany przez doc. dr D. Shugara (Zaklad Biochemii PZH,
Pracownia Biochemii Fizycznej) przedstawit prace:

a) Wptyw $rodowiska na aktywno$¢ rybonukleinazy, przedstawit doc. dr

D. Shugar.

b) Badania nad struktura pochodnych kwasu orotowego — przedstawit doc. dr
D. Shugar.

c) Badania nad struktura pochodnych ksantyny — przedstawit doc. dr
D. Shugar.

d) Struktura morfologiczna bakterii termofilnych — zreferowata mgr Aksena

Jarmolinska.

10. OS$rodek kierowany przez doc. dr J. Meduskiego (Zakiad Biochemii
PZH, Pracownia Przemiany Posredniej) przedstawit nastepujace prace:

a) Zmiany lipoproteinéw pdo wptywem fostolipazy C. |. Preparatyka enzymu,
substratéow i fosfocholiny produktu rozkiadu substratu przez enzym — referowat
mgr A. J. Zbrozyna.
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b) Il Wptyw molibdenianu na hydrolize fosfocholiny. — Referowata lek. A. Za-
krzewska.

c) Il Metoda manometryczna oznaczania fosfolipazy C w $rodowisku wodnym —
referowat doc. dr J. Meduski.

d) Metabolizm jaja kurzego zakazonego Rickettsia Prov. I. Czynnos$ci proteoli-
tyczne woreczka zéttkowego zarodka kurzego — referowata dr A. Linde.

e) Metabolizm Penicillium chrysogenum. O nieznanej frakcji wielocukrowcowej
grzybni. — Referowata O. Klahr.

11. OSrodek kierowany przez prof. dr Br. Filipowicza (Zaklad Chemii
Fizjologicznej AM w ktodzi) przedstawit prace:

a) Zawarto$¢ kwasow rybo- i dezoksyrybonukleinowych w weztach chionnych.
Referowal mgr J. Wisniewski.

12. OSrodek kierowany przez prof. dr A. Dmochowskiego (Zaklad Bio-
chemii UL w todzi) przedstawit nastepujace trzy prace:

a) Nukleoproteiny tusek tuszczycy.

b) Zakazenie doodbytnicze zwierzat doswiadczalnych krwig chorych na gosciec
pierwotnie przewlekty.

c¢) Badania histopatologiczne tkanek zwierzat zakazonych krwiag chorych na
gosciec pierwotnie przewlekty. Wszystkie prace referowata lek. L. Kilyszejko.

Prace referowane przez o$rodek wroctawski byty badaniami typu biochemiczno-
-farmakodynamicznego. Ten kierunek badan ma znaczenie jako niezbedne uzupet-
nienie prac fizjologiczno-farmakodynamicznych. Jedne i drugie sg warunkiem nie-
zbednym postepu terapii. Os$rodek krakowski, gdanski i t6dzki wigzg sie tema-
tycznie z potrzebami kliniki. Polaczenia witaminu B12 z biatkami badane w Kra-
kowie stanowig najprawdopodobniej owga ,fizjologiczng posta¢'* dziatania tego wita-
minu, a zagadnienia nowotworzenia to jeden z odcinkéw trudnego frontu klinicz-
nego, gdzie wspoétpraca biochemika otwiera najwieksze perspektywy.

Praca z osrodka tdédzkiego wykonana przy uzyciu metody zakazania doodbytni-
czego zwierzat doswiadczalnych jest przyktadem — metodycznie bioragc — uzycia
oryginalnego sposobu Zaktadu Biochemii Ut zakazania zwierzat przez stosowanie
wlewek doodbytniczych zawierajagcych materiat wirusowy. Metoda ta moze przy-
czyni¢ sie do poznania etiologii wielu jeszcze do dnia dzisiejszego nieznanych cho-
réb i jest godna uwagi. Badania Pracwoni Biochemii Fizycznej PZH nad pochdony-
mi kwaséw nukleinowych sg cennym wktadem do poznania biochemii tych zwigz-
kéw, a badania nad bakteriami termofilnymi majg précz znaczenia teoretycznego
powazny aspekt praktyczny.

Pracownia Przemiany Posredniej PZH wykonuje zaplanowane na szerszg skale
badania nad fosfolipazg C, czyli tzw. toksynag alfa Clostridium perfringens Welchii,
czynnikiem gtéwnie odpowiedzialnym za wytworzenie zespotu objawoéw Klinicznych
objetych nazwa zgorzeli gazowej. Badania te zmierzaja w trzech kierunkach: bio-
chemii tkanki zakazonej, biochemii drobnoustrojéw wytwarzajgcych toksyne,
a wreszcie w teoretycznie interesujacym Kkierunku uzycia fosfolipazy C jako narze-
dzia w studiach przemiany fosfolipidéw w ogdle. Pracownia ta ponadto wykryta dwa
interesujgce fakty z zakresu przemiany Penicillium chrysogenum: po wykryciu pe-
roksydazy tej gzrybni stwierdzita w nim obecno$¢ nieznanej biologicznie czynnej
frakcji wielocukrowcowej.

Z mikrobiologicznego punktu widzenia interesujagcymi odkryciami sg prace Za-
ktadu Mikrobiologii Rolnej WSR w Poznaniu nad wytwarzaniem witaminu B12
przez bakterie rodzaju Rhizobium, oraz badania o$rodka lubelskiego nad prze-
miang aminokwasowg pratkéw kwasoodpomych. Os$rodek Ilubelski kontynuowat
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ponadto studia nad mechanizmem powstawania estréw heksozo-fosforowych u prat-
kéw kwasoodpomych.

22. W omoéwieniu realizacji planu badan na r. 1955 i trudnosci z tym zwiaza-
nych nalezy szerzej omoéwi¢ sprawe metodyki izotopowej w biochemii, a nawet
szerzej: w naukach przyrodniczych w Polsce, poniewaz niemozno$¢ postugiwania
sie tg metodyka miata niewatpliwie ujemny wptyw na kierunek i postep wykony-
wanych prac. W pismie swym z dn. 23 wrzes$nia 1955 r. Komitet Biochemiczny wy-
razit gotowos$¢ podjecia odpowiedzialnosci za organizacje badan izotopowych w za-
kresie nauk przyrodniczych w ramach Wydziatlu Il PAN. Sytuacja w chwili reda-
gowania tego wniosku oznaczata sie zupetnym brakiem przeszkolonych kadr i cat-
kowitym brakiem wyposazenia technicznego z jednej strony, a z drugiej takim po-
ziomem badan w niektérych dyscyplinach nauk przyrodniczych, a zwtaszcza w bio-
chemii, ktory juz w chwili obecnej catkowicie umozliwia wprowadzenie metody
izotopowej do tematyki biezacych prac. Po przyjeciu przez Wydziat Il propozycji
Komitetu Biochemicznego, Komitet pomo6gt w organizacji na terenie Zaktadu Bio-
chemii P.Z.H. kursu wprowadzajgcego w technike laboratoryjng prac z izotopami,
a obecnie przygotowuje wydanie materiatow tego kursu w formie zeszytu metody-
cznego. Na wniosek Komitetu, Sekretariat Naukowy Wydziatu 1l wystgpit na Se-
kretariacie Prezydium PAN o szersze szkolenie naszych kadr w zakresie metodyki
izotopowej, a mianowicie o wystanie ok. 30 os6b na rézne okresy czasu do réznych
krajéow dla przeszkolenia. W planie ksztatcenia zdecydowano uwzgledni¢ przede
wszystkim nastepujgce kierunki badawcze: metabolizm o0g6lny, chemia kliniczna
(w tym weterynaryjna), fotosynteza, fizjologia ros$lin i chemia rolna, fizjologia
i zywienie zwierzat, metabolizm drobnoustrojéw, wirusologia. Nalezy tu jednak
stwierdzi¢, ze postep staran w zakresie zdobycia odpowiedniej aparatury nie idzie
w parze z catoksztattem prac organizacyjnych zmierzajgcych do wdrozenia metodyki
izotopowej.

2.3. Zagadnienie to wigze sie Scisle ze sprawag og6lng aparatury. Rozw6j badan
biochemicznych w najblizszym piecioleciu musi liczy¢é sie z dwiema zasadniczymi
trudnos$ciami, jakie juz w chwili obecnej powaznie ograniczaja mozliwosci badawcze
tj. z niedostateczng iloscig kadr specjalistycznych i z zupetnym (wyjawszy Wroctaw)
brakiem nowoczesnego wyposazenia w przyrzagdy badawcze. Sprawy kadrowe omo-
wione zostang w specjalnym punkcie niniejszego sprawozdania. Odnos$nie apara-
tury nalezy swtierdzi¢, ze juz nie raz wysuwano na zebraniach Komitetu koniecz-
no$¢ usprawnienia dziatalnosci Komisji Aparaturowej oraz ewentualno$¢ powota-

nia petnomocnika do spraw aparatury Wydziatu Il, ktéry pozostawalby w bez-
posrednim kontakcie z zainteresowanymi Komitetami i placowkami PAN a ktérego
dziatalno$¢ bytaby podstawg do stworzenia puli aparaturowej Wydziatu Il. Z puli

tej mogtyby korzysta¢ nie tylko zaktady PAN, alé i placowki dotowane dla wyko-
nania szczegdlnie waznych zadan.

2.4. Podstawowym zadaniem wysunietym przez Komitet Biochemiczny na naj-
blizsze 5-lecie, jest wyszkolenie pracownikoéw, ktorzy pdzniej stanowi¢ beda kadre
biochemiczng zaktadéw biochemii stosowanej przewidywanych w niemal wszyst-
kich planowanych przez PAN instytutach biologicznych oraz przyrodniczych insty-
tutach resortowych. Brak jest u nas w tej chwili biochemikéw dla zaspokojenia
potrzeb stuzby zdrowia, rolnictwa, hodowli, przemystu spozywczego, farmaceutycz-
nego, zaktadéw Min. Szkdét Wyzszych, gdyz biochemia nie zajmuje dotychczas na-
leznego jej miejsca w ksztatceniu przyrodnikéw w szerokim zrozumieniu tego stowa.
Racjonalnym rozwigzaniem wstepnym istniejgcych trudnosci jest stworzenie stu-
dium biochemicznego w szkole wyzszej. Komitet Biochemiczny jako wstep do zor-
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ganizowania studium zapronowal, co zostato zaakceptowane i ustanowione zarzadze-
niem PKPG, uznanie biochemii za oddzielny zawdd w kierunku biologicznym.

11.V. 1955 r. odbyto sie w zwigzku z tym zebranie prezydium Komitetu Bioche-
micznego z przedstawicielami zainteresowanych resortéow i Komitetow PAN. Na ze-
braniu tym a takze na odbytej pdzniej konferencji odpowiedniego zespotu Rady
Gtéwnej MSW ustalono ramowy program studiéw biochemicznych. Projekt ten zo-
stat przyjety w dn. 18VI55 r. i przewidywat lata pierwzsy i drugi tsudiow —
wspoOlne dla specjalizacji biochemii i mikrobiologii. Na roku trzecim biochemia
miataby program odmienny, na roku 4-tym réwniez odmienny, a rok 5-ty przewi-
dywatby szereg przedmiotéow specjalnych do wyboru i pracownie specjalng. Studia
konczyty sie pracg i egzaminem magisterskim. Sprawa studium biochemicznego jest
w chwili obecnej rozpatrywana w MSW.

3. DZIALALNOSC WYDAWNICZA

Dziatalno$¢ wydawnicza Komitetu opiera sie na 2 kwartalnikach: , Acta Biochi-
mica Polonica“ i ,,Postepy Biochemii“. ,,Acta Biochimica Polonica*“ sg pierwszym
i jedynym w historii nauki polskiej czasopismem drukujacym wytgcznie ekspery-
mentalne prace biochemiczne. ,Acta“ umozliwiajg szybkg publikacje dorobku pol-
skich laboratoriow. Dowodem potrzeby takiego czasopisma jest ilo§¢ prenumera-
toréw (418) o wiele wieksza od iloSci prenumerat innych czasopism naukowych tego
typu wydawanych przez PAN. Wymiana zagraniczna ,,Acta“ (ponad 300 egzempl.)
dowodzi uznania z jakim spotkato sie pismo w $wiatowych kotach biochemikéw.

Jedng z bardzo waznych form szkolenia kadr mtodych biochemikéw sg ,,Postepy

Biochemii“ publikujgce materiaty zjazdéw biochemicznych i prace przegladowe
z obszernym udokumentowaniem, Zrédtowa literaturg na temat podstawowych za-
gadnien teoretycznych i praktycznych. ,,Postepy Biochemii“ umozliwiaja w naj-

szybszym czasie zapoznanie sie z podstawowymi osiggnieciami biochemii studentom
i asystentom Akademii Medycznych, Wyzszych Szkét Rolniczych, odpowiednich wy-
dziatdw Uniwersytetéw i Politechnik, pracownikom sanitariatu, pracownikom pro-
dukcji i kontroli produkcji przemystu rolnego, spozywczego, farmaceutycznego i pra-
cownikom naukowym zblizonych gatezi nauk przyrodniczych. 1lo$¢ prenumerato-
réw tego mtodego, bo ukazujacego sie jako kwartalnik pierwszy rok, czasopisma wy-
nosi jedynie w ramach Os$rodka Rozpowszechniania Wyd. Nauk. PAN — 121 os6b,
nie liczac prenumeraty przez ,Ruch®. Sprawa utrzymania ,Postepéw Biochemii“
jako kwartalnika Komitetu jest zywotnym interesem biochemikéw polskich.
Procz swych wydawnictw Komitet prowadzi akcje opiniujaca i redaguje wy-
dawnictwa biochemiczne (poprzez swych przedstawicieli) dla PWN, PZWL czy PWRIL.

4. ZJAZDY | KONFERENCJE

4.1. Odbyte w roku sprawozdawczym VI Sympozjum o kwasach nukleinowych

i nukleoproteidach w todzi i zorganizowane sitami miejscowego $rodowiska bioche-
micznego (prof. A. Dmochowski i prof. Br. Filipowicz) zaréwno bo-
gactwem programu jak i liczebnoscig uczestnikéw (400 os6b) przewyzszato po-
przednie.

Tematyka obrad obejmowata 5 grup zagadnien:

1. Historia kwaséw nukleinowych w uwzglednieniem dorobku biochemii pol-
skiej w tej dziedzinie. — Referowat prof. B. Skarzynski.

2 Biochemia statyczna kwaséw nukleinowych i nukleoproteidéw. Ta grupa
gadnien uwzgledniata budowe kwasoéw nukleinowych (prof. Br. Filipowicz),

13*

Za-
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przestrzenng budowe ich czasteczek (dr W Leyko), wreszcie budowe nukleopro-
teidow (mgr H. Panusz i mgr W. Drabikowski).

3. Biochemia dynamiczna problemu i sprawy lokalizacji to trzecia grupa zagad-
nien. Mgr B. Rodkiewicz, mgr A. Przetecka i lek. H. Poznanska
przedstawili zagadnienie kwaséw nukleinowych w komérce. Doc. dr J. Meduski
mowit o nukleoproteidach w genetyce biochemicznej. Prof. A. Dmochowski
i lek. L. Kityszejko opracowali zagadnienia kwaséw nukleinowych wiruséw
i bakterii. Doc. dr D. Shugar przedstawit rozktad enzymatyczny kwaséw nu-
kleinowych.

4. Czwartg grupe zagadnien stanowity zagadnienia metodyczne. Wtasnie obrady
metodyczne byly cenng pomocg wielu miodym polskim biochemikom w ich pierw-
szych kontaktach doswiadczalnych z obszernym terenem badan. Mgr W. Drabi-
kowski i lek. B. Wisniewska przedstawili zasady preparatyki nukleopro-
teidow. Mgr W. Wieckowski imgr S. Witkowski powiedzieli o chemicz-
nych metodach analitycznych kwaséw nukleinowych. Mgr E. Sempinska opra-
cowata chromatografie kwaséw nukleinowych. Mgr S. Gross i H Panusz
szczegbtowo zebrali metody spektrofotometryczne, a mgr Golewski i mgr Pi-
lek wygtosili referat o jonoforezie, polarografii i nefelometrii. Metody histoche-
miczne opracowata mgr A. Przetecka.

5. Pigta, oddzielng cze$cig Sympozium byly komunikaty wtasnych prac ekspe-
rymentalnych zwigzanych z tematykg Sympozjum. Zdano tu sprawe z 20 prac do-
sami nukleinowymi.

Materiaty referatowe Sympozjum ukazujg sie w kolejnych numerach ,,Potsepéw
Biochemii®.

4.2. W lecie 1955 roku odbyt sie w Brukseli trzeci z kolei Kongres Biochemikow.
Dwa poprzednie: w 1949 roku w Cambridge i w 1952 r. w Paryzu odbywaly sie
z udziatem stosunkowo nielicznych delegacji polskich. W Kongresach tych nie zgto-
szono zadnych polskich prac. Rozw6j biochemii polskiej i jej postep organizacyjny
umozliwity w roku 1955 wystanie do Brukseli 7 biochemikéw, a mianowicie: prof.
dr Jézefa Hellera, prof. dr Wilodzimierza Niemi erki, prof. dr Tadeusza
Baranowskiego, prof. dr Bolestawa Skarzynskiego, prof. dr Ignacego
Reifera, prof. dr Tadeusza Korzybskiego, dr Andrzeja Morawiec-
kiego. (Kand. nauk Leszek Wojtczak nie wzigt udzialu w Kongresie z powo-
du choroby).

Komitet Biochemiczny zaakceptowat i wystat na obrady kongresowe szereg do-
niesien pracowni polskich.

Ze wzgledu na szczegdlng wage omawianych na Kongresie badan oraz na to, ze
badania te ukaza sie w formie publikacji w miedzynarodowych czasopismach bioche-
micznych $wiata dopiero po uptywie okoto 2-ch lat po wygtoszeniu ich an Kongre-
sie, Komitet Biochemiczny Polskiej Akademii Nauk zdecydowal zorganizowaé jesz-
cze w tym samym roku, w ktérym odbyt sie Kongres Brukselski, konferencje spra-
wozdawczg 7 Kongresu.

Konferencja ta majgca posta¢ organizacyjng kolejnego sympozjum biochemicz-
nego odbyta sie w dniach 28 i 29 listopada 1955 roku w Warszawie. Zanim zajmiemy
sie sprawozdaniem z Konferencji, nalezy przedstawi¢ krétko plan i zakres obrad
11l Kongresu Biochemii. Obrady przebiegaty w 17 sekcjach, z ktérych kazda zorga-
nizowata zebranie lub zebrania plenarne, na ktérych ogtaszano referaty programo-
we sekcji. Ponadto wszyscy uczestnicy kongresu wystuchali dwéch odczytow ple-
narnych: wstepnego odczytu i odczytu kohncowego. A oto program zajeé poszczegdl-
nych sekcji:
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1 Sekcja: obradowata nad zagadnieniami chemii organicznej zwigzkéw posia-
dajacych znacznie biloogiczne. Wyktady programowe tej sekcji dotyczyty chemii
i biochemii antymetabolitow zblizonych do puryn (autorzy wyktadu: G. H. Hit-
ching i G B. Elion) oraz chemii mukopolisacharydéw (R. W. Jeanlo2).

2 Sekcja: obradowata nad chemig i fizykochemig biatek i polipeptydéw. Wykta-
dj' programowe omawialy biosynteze peptydéw i biatek (H. Borsook) oraz
strukture polipeptydéw i biatek (A. Elliott).

3 Sekcja: Przedmiotem obrad byta tu chemia i fizykochemia nukleoproteidow
i kwaséw nukleinowych, a wyklady programowe omawiaty postacie natywng i zde-
naturowang kwasu dezoksyrybonukleinowego oraz chemie kwaséw rybonukleino-
wych. Referentami byli tu P. Doty i N. Simmons oraz R. Markham.

4 Sekcja: Obradowata nad problemami $cisle enzj”mologicznymi, a wyktady pro-
gramowe dotyczyty rozwoju uktadu hemoproteidowego indukwoanego przez tlen, jako
przyktad adaptacji oddechowej (referowat Piotr Stonimski), a takze hekso-
zoraonofosforanowej drogi utleniania u drozdzy i w tkankach zwierzecych (F. D i-
ckens).

5 Sekcja: obradowata nad przemiang posrednia szczegdlnie zajmujac sie bio-
synteza porfiryn (D. Shemin) i cyklem fotosyntetycznym (M. Calvin). Wy-
ktadem programowym ponadto byt w ramach tej sekcji wygtoszony referat G. L.
Can toni ego o0 mechanizmach enzymatycznych i znaczeniu biologicznym reakcji
transmetylacji.

6 Sekcja: utleniania biologiczne i fosfcrylacje z utlenieniem. Referatem pro-
gramowym byt tu wyktad E. C. Slatera o ftancuchach fosforylacji.

7 Sekcja zajeta sie regulacjami biochemicznymi szczegétowo omawiajgc nukleo-
tyd3” jako czynniki koordynujace wzrost i czynno$¢ (S. V. Perry), strukture ko-
modrkowa i przemiane oraz hormonalng kontrole przemiany.

8 Sekcja. W sekcji tej, omawiajgcej biochemie komorki, szczeg6towiej obrado-
wano nad znaczeniem genetycznym kwasow dezoksyrybonukleinowych wiruséw
(O. Maaloe) i nad zaleznosciami wsrédkomérkowymi (A. E. Mirsky mowit tu
0 biochemicznych aspektach jadra komérkowego).

9 Sekcja: biochemia mies$nia i oSrodkowy uktad nerwowy. Wykladami progra-
mowymi tej Sekcji byt referat A. W. Pattadina o biochemii mézgu i H. H. We-
bera o kurczliwym uktadzie mie$ni i komérek.

10 Sekcja omawiata biochemie drobnoustrojéw, a zwiaszcza polipeptydy o cha-
rakterze antybiotykéw (referat programowy L. C. Craiga) i wcielanie amino-
kwaséw przez gronkowce o zniszczonej strukturze komérkowej (E. G al e).

11 Sekcja, radzita nad biochemia roslin i biochemiag gleby, a wyktadem progra-
mowym byly zagadnienia biologicznego wigzania azotu (A. I. Virtanen).

12 Sekcja — zbiorowy tytut prac tej Sekcji brzmiat: ,,Zoologia chemiczna“.
Szczegb6lnie omawiano czynniki wptywajace an zjawisko czynnego transportu jo-
néw (H. H. Ussing i B. Andersen).

13 Sekcja omawiata sprawy zwigzane z zywieniem, a zwtaszcza efekt antybio-
tykoéw na zapotrzebowanie zywieniowe zwierzat (E. L. R. Stokstad) i efekty po-
dawania antybiotykéw na mikroflore jelitowag zwierzat (L. Y. Quin n). Sprawy te
takze podniesli M. E. Coates i Stanistaw Kazimierz Kon, mdwiac o bakterio-
logicznych nastepstwach pobudzania wzrostu przez antybiotyki.

14 Sekcja omawiata biochemie ustrojow poddanych dziataniu promieniowania
jonizujacego.

15 Sekcja nosita nazwe chemicznej farmakologii, a obrady skupiaty sie gtéwnie
wokdét zagadnien znieczulania.
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16 Sekcja klinicznej chemii szczeg6towiej omoéwita oznaczania steroidéw we
krwi i moczu. Na ten temat miatl wyktad programowy G. F. Marrian.

17 Sekcja zajmowata sie biochemia przemystowg doktadniej traktujac nieazo-
towe zwigzki w przemianie plesni.

Z powyzszego zestawienia wynika jasno, ze dwudniowa konferencja sprawo-
zdawcza Komitetu Biochemicznego mogta jedynie naswietli¢ podstawowe kierunki
obrad Kongresu, zaje¢ sie oryginalniejszymi jego tematami i szczeg6towiej omowié
tylko takie prace, ktédre wyraznie odegraty nieprzecigtna role w rozwjou biochemii.

Ponadto do otrad konferencji sprawozdawczej wigczono wyniki sympozjum
w Gandawie, ktérego obrady zbiegly sie czasowo z Kongresem, a dotyczyly prze-
miany thuszczowcow.

Na Konferencji referowali wszyscy uczestnicy Kongresu Brukselskiego z wyjat-
kiem chorego prof. Korzybskiego, ktéry jednak swoje materiaty przygotuje
do publikacji razem z cato$cig materiatdw konferencji sprawozdawczej w ,,Postepach

Biochemii“. Oczywiscie podziat materiatu referowanego uwzgledniat podstawowe
kierunki badawcze referujgcych. Prof. Nie mierko omawiat zagadnienia ttusz-
czowcOw i biochemii poréwnawczej, prof. Baranowski — sprawy zwigzane
z biatkami i ich biosynteza, prof. Skarzynski — zagadnienia chemii klinicz-
nej, zywienia, patologii i immunochemii; prof. Re if er referowat cykl fotosyn--
tetyczny, dr Morawiecki — enzymologie ogélng i biochemie mieéni, a prof.
Heli e'r — fosforylacje, utleniania i regulacje biochemiczne.

Konferencja ta byta nie tylko pierwsza impreza tego typu w Komitecie Bioche-
micznym PAN. lecz takze stanowita novum dla Polskiej Akademii Nauk. Zywa dy-
skusja w czasie obrad Konferencji Sprawozdawczej i wysoka frekwencja (ponad 400
uczestnikow z wszystkich o$rodkéw biochemicznych w Polsce), pozwalajg sadzi¢, ze
spetnita ona swoje zadanie zaznajomienia og6tu polskich biochemikéw z podstawo-
wymi problemami biochemii $wiatowej. Uzupetnieniem Konferencji beda materiaty,
ktére ukaza sie w jednym z zeszytéw ,Postepéw Biochemii“ w r. 1956.

Po wyczerpaniu porzadku obrad przewodniczacy nawigzal dorazng dyskusje
z salg nad wyborem formy referowania obrad kongresowych. llustracjg istniejgcych
mozliwoséci byto omawiane zebranie sprawozdawcze Komitetu, na ktérym zaznaczyty
sie trzy typy relacjonowania:

a) reportazowy z szerokim uwzglednieniem kolorytu lokalnego i materiatu aneg-
dotycznego Kongresu,

b) monograficzny przystepnego, a wyczerpujagcego omdwienia pewnego wybra-
nego wyktadu,

¢) eklektyczny, gdzie kolejno naswietlano rézne wybrane zagadnienia podnoszac
momenty nowe i szczeg6lniej wazne.

Zebrani wypowiedzieli sie za utrzymaniem w przysztosci wszystkich trzech ty-
poéw zdawania sprawy. Entuzjastami drugiego typu byli goscie z pogranicza biochemii
i mtodzi biochemicy.

5. KONTAKTY Z ZAGRANICA

Rok sprawozdawczy byt rokiem przetomowym dla miedzynarodowych kontak-
tow biochemicznych. Na. zebraniu organizacyjnym w styczniu 1955 r. przedstawiciele
biochemii réznych krajow uchwalili powotanie do zycia Miedzynarodowej Unii Bio-
chemicznej. Unia jednoczy przedstawicielstwa biochemikéw poszczeg6lnych panstw,
w tym Polski, organizuje kongresy biochemiczne, pomaga w wymianie zdobyczy
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naukowych. W obradach 1l plenarnego zgromadzenia Unii odbytych 1.VIIIL.55
w Brukseli brat udziat przewodniczacy Komitetu prof. J. Heller.
Ponadto w roku sprawozdawczym prof. I. Rei fer obecny byt na obradach

konferencji dla pokojowego wykorzystania energiii atomowej w Genewie, a prof.
Niemierko Dbrat udziat w Kongresie Biochemicznym w Zwigzku Radzieckim.

Biochemia polska utrzymuje state kontakty naukowe ze swymi wegierskimi,
czeskimi i niemieckimi (NRD) kolegami.

6. POPULARYZACJA BIOCHEMII

Cztonkowie Komitetu biorg udziat w pracach sekcji przy Zarzadzie Giéwnym
TWP oraz w pracach Tow. im. Kopernika.



SPIS TRESCI
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