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Izolacja kompleksów DNA-bialko u Escherichia coli 

ktaoniiLiHfl KOMnnekcoB /IHK-6enoK y Escherichia coli

Isolation of the Complexes DNA-Protein in Escherichia coli

Istnieje wiele metod izolacji bakteryjnych kompleksów DNA z biał­
kami, jak: frakcjonowane wirowanie (12), ekstrakcja w układzie dwu­
fazowym (3), chromatografia na Sephadexie G 200 (8) i chromatografia 
na DNA-celulozie (J)t Wśród nich najbardziej swoista wydaje się chro­
matografia na DNA-celulozie, jakkolwiek zastosowanie jej do celów pre- 
paratywnych jest utrudnione.

Celem niniejszej pracy jest zastosowanie chromatografii filtracyj­
nej do izolacji kompleksów DNA-białko i wstępna charakterystyka 
składnika białkowego kompleksu.

MATERIAŁ I METODY

Bakterie. Prototroficzny szczep E. coli CA-7 hodowano w 37°C na podło­
żu płynnym z glukozą w ciągu 4,5 godz. do osiągnięcia fazy stacjonarnej. Na­
stępnie bakterie odwirowywano, odmywano od resztek pożywki i ponownie od­
wirowywano (7 000 g). Masę bakteryjną przechowywano w temp. — 15°C.

Przygotowywanie ekstraktu bakteryjnego. Ekstrakt przygo­
towywano przestrzegając niskiej temperatury (2—4°C). Bakterie dezintegrowano, 
ucierając je w moździerzu na lepką masę z 4-krotną ilością korundu (5), ekstra- 
chowano 2-krotną ilością buforu zawierającego 0,05 m Tris-HCl i 0,1 m NaCl, pff 
7,4 i usuwano korund przez wirowanie w ciągu 10 min. przy 2 000 g. Klarowny, 
bezkomórkowy ekstrakt otrzymywano przez 30-minutowe wirowanie przy 20 000 g. 
Rybosomy z bezkomórkowego ekstraktu usuwano przez wytrącanie siarczanem 
amonu dodawanym do 15—20% nasycenia. Wytrącone rybosomy i część białek 
cytoplazmatycznych odwirowywano przy niskiej sile odśrodkowej i osad odrzu­
cano. Jedynie minimalne ilości DNA znajdowano w osadzie. Supernatant dializo-
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wano przez noc wobec buforu używanego do równoważenia żelu (0,05 m Tris-HCl 
i 0,1 NaCl; pH 7,4), a następnie zagęszczano w chłodni do małej objętości przy 
pomocy środka więżącego wodę — Aquacide. Tak otrzymany materiał poddawano 
filtracji na kolumnach zawierających Bio-Gel P-300, Sepharozę 2 B lub Sephadex 
G 200.

Izolacja, frakcjonowanie i elektroforeza żelowa białek. 
Białka więżące się z DNA we frakcjach z kolumn filtracyjnych izolowano i frak­
cjonowano na DEAE-celulozie wg Grankowskiego i Bytnar (7). Elektro­
forezę na akrylamidzie przeprowadzono wg Fogela i S y ph er d a (4) w mody­
fikacji Grankowskiego i Bytnar (7).

Metody analityczne. Białko oznaczano metodą Lovry i współaut. <11) 
lub spektrofotometrycznie, DNA natomiast metodą B u r t o n a (2).

WYNIKI

IZOLACJA KOMPLEKSÓW DNA-BIAŁKO NA KOLUMNACH FILTRACYJNYCH

Jak wynika z ryc. 1 jedynie w przypadku Sepharozy 2 B DNA jest 
minimalnie przesunięty w lewo w stosunku do maksimum białkowego 
we frakcjach wycieku (ryc. 1 b). Nie udało się uzyskać wyraźniejszej

Ryc. 1. Izolacja kompleksów DNP E. coli na kolumnach; a — Bio-Gel P 300, b — 
Sepharoza 2 B; 1 — białko 660 |im, 2 — DNA 620 urn 

Isolation of E. coli DNP complexes on columns; a — Bio-Gel P 300, b — Sepharose 
2 B; 1 — 660 pim protein, 2 — 620 pm DNA

separacji mimo stosowania różnej wielkości kolumn, różnych stężeń bu­
foru, soli itp. Dobre wyniki uzyskano natomiast stosując Sephadex G 
200. Jak wynika z ryc. 2 a, obecność DNA ogranicza się do kilku frak­
cji wypływających tuż za pustą objętością kolumny. Większość białek 
znajdowano w dalszych frakcjach wycieku.
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Materiał zawierający DNA i białko (frakcje 28—40) zagęszczano 
i poddawano rechromatografii na Sephadexie G 200, uzyskując dodatko­
we usunięcie pewnej części białek nie wykazujących zdolności do two­
rzenia kompleksów z DNA (ryc. 2 b). Nie wykluczone, że białko wystę-

Ryc. 2. Izolacja kompleksów DNP E. coli na Sephadexie G 200; a — chromatogra­
fia, b — rechromatografia; objaśnienia patrz ryc. 1

Isolation of E. coli DNP complexes on Sephadex G 200; a — chromatography, b _
rechromatography; for explanation see Fig. 1

pujące we frakcjach 28—52 uwalnia się w wyniku częściowej degrada­
cji kompleksu, czego dowodem jest spadek ilości wysokocząsteczkowego 
DNA i jednoczesne pojawienie się produktów jego rozkładu (frakcje 
28—44). Szczytowe frakcje (14—24), zawierające rechromatografowany 
materiał, łączono i zagęszczano do małej objętości. Przeprowadzone ozna­
czenia wykazały, że oba wysokocząsteczkowe składniki występują w sto­
sunku 1:1 we frakcjach poddanych rechromatografii. Materiał filtrowa­
ny jednorazowo zawiera dwukrotną ilość białka.

WSTĘPNA CHARAKTERYSTYKA BIAŁEK KOMPLEKSU DNA-BIAŁKO

Białko rechromatografowanych kompleksów izolowano według spo­
sobu opisanego przez Gąsiora i współaut. (5). Końcową próbkę pozba­
wioną DNA rozpuszczano w 0,02 m buforze Tris-HCl, pH 8,0 zawierają­
cym 8 m mocznik i 0,006 m merkaptoetanol i frakcjonowano na DEAE-ce- 
lulozie (7) na białka kwaśne i zasadowe. Wykazano, że białka kwaśne 
występują w ilości 3-krotnie większej niż zasadowe. Obie grupy białek 
rozdzielano przy pomocy elektroforezy na żelu poliakrylamidowym wg 
Grankowskiego i Bytnar (7). Stwierdzono (ryc. 3) obecność 
5 frakcji białek zasadowych i nie rozdzielającą się kwaśną komponen­
tę białkową.
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Ryc. 3. Elektroforeza białek izolowanych z kompleksów DNP E. coli na żelu polia- 
krylamidowym; A — białka zasadowe, B — białka kwaśne 

Electrophoresis of proteins isolated from E. coli DNP complexes on polyacriia- 
mide gel; A — basie proteins, B — acid proteins

DYSKUSJA

Zagadnienia występowania, charakterystyki i roli biologicznej kom­
pleksów DNA-białko w komórce bakteryjnej znajdują się w centrum 
zainteresowania wielu pracowni naukowych. Wiadomo obecnie, że kom­
pleksy bakteryjne różnią się od dezoksyrybonukleoproteidów komórek 
organizmów wyższych zarówno własnościami chemicznymi, jak i bio­
logicznymi (12). Białko kompleksu bakteryjnego nie stabilizuje na przy­
kład DNA przed termiczną denaturacją; nie wywiera również wyraźne­
go wpływu hamującego aktywność matrycową DNA w procesie synte­
zy RNA. Wydaje się, że główną przyczyną wyżej wymienionych róż­
nic jest znacznie mniejsza trwałość wiązania pomiędzy DNA a białka­
mi u bakterii. Labilność wiązania elektrostatycznego w kompleksach 
bakteryjnych utrudnia izolację tych połączeń. Dlatego też w zależności 
od użytej metody izolacji kompleksy DNA-białko różniły się składem 
ilościowym obu składników. Według Raafa i Bonnera (12) kom­
pleks E. coli otrzymywany przez frakcjonowane ultrawirowanie cha­
rakteryzuje się stosunkiem DNA — białko” 1:2,3, natomiast preparaty 
filtrowane na Sephadexie G 200 dają zawartość składników, jak 1:0,25 
(8) i 1:1 w niniejszej pracy.

Z dotychczasowych doświadczeń wynika, że najmocniej wiążącymi 
się z DNA białkami są DNA- i RNA-polimerazy (8) oraz inne enzymy 
związane z aktywacją matrycy DNA. Stwierdzono także obecność mini­
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malnej ilości białek zasadowych (10) związanych z DNA. Nie ulega 
wątpliwości, że także białka represorowe, jak np. represor operonu lak­
tozy (6), mogą tworzyć przejściowe kompleksy z DNA. Moje doświad­
czenia wykazują obecność zarówno białek kwaśnych, jak i zasadowych 
w kompleksach dezoksyrybonukleoproteidowych E. coli. Te ostatnie wy­
stępują jednak w ilościach kilkakrotnie mniejszych niż kwaśne.

Biorąc pod uwagę różnicę w sile wiązań poszczególnych białek 
z DNA, zarówno metody filtracyjne, jak i ultrawirowanie nie zapew­
niają całkowitej swoistości izolowanego białka. Zdecydowanie lepsze 
wyniki uzyskuje się przy użyciu chromatografii przez powinowactwo, 
stosując kolumny z DNA-celulozy (1, 9). Metoda ta znalazła liczne za­
stosowania do selektywnej izolacji niektórych białek wiążących się 
z DNA. Poważnym ograniczeniem chromatografii na DNA-celulozie jest 
niewielka ilość surowego materiału, jaka może być jednorazowo frak­
cjonowana. Zagęszczenie i wzbogacenie ekstraktu w białka kompleksu- 
jące się z DNA drogą filtracji na Sephadexie może ułatwić zastosowa­
nie chromatografii powinowactwa na skalę preparatywną.

Dziękuję bardzo doc. dr hab. Eugeniuszowi Gąsiorowi za cenne rady, po­
moc przy wykonywaniu pracy i przy redagowaniu tekstu.
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PE3IOME

OnMCbiaaeTCfl npoóa n3on»UMn m ohmctkh DNP E. coli MeiogOM (punb- 
TpauwM Ha cneflytoutMX Beu;ecTBax: Bio-Gel P 300, Sepharoza 2 B, Se- 
phadex G 200. flBa nepBbix npenapaTa flann OTpMuaTenbHbie pe3ynbTaTbi, 
a Ha Sephadex’e G 200 npoH3oiuno cenapupoBaHne OTHocwTenbHo hhctom 
DNP. M3 nonyqeHHbix KOMnneKCOB n3onMpoBanHCb óenKM, KOTopbie noTOM 
pa3flenn/iHCb Ha DEAE-uenntono3e Ha menoHHbie m KMcnoTHbie KOMnoHeH- 
Tbi. L14enoHHbix óeriKOB 6bi.no b 3 pa3a MeHbiue, neM KncnoTHbix.

S U M M A R Y

Attempts at the isolation and purification of E. coli DNP by filtration 
on Bio-Gel P 300, Sepharose 2 B and Sephadex G 200 were described. 
The first two preparations brought negative results, whereas relatively 
pure DNP was separated on the Sephadex G 200. Proteins were isolat­
ed from the obtained complexes and then separated into basie and acid 
components on DEAE-cellulose. The amount of basie proteins was three 
times smaller than that of acid proteins.
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