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Isolation of the Complexes DNA-Protein in Escherichia coli

Istnieje wiele metod izolacji bakteryjnych kompleksow DNA z bial-
kami, jak: frakcjonowane wirowanie (12), ekstrakcja w ukladzie dwu-
fazowym (3), chromatografia na Sephadexie G 200 (8) i chromatografia
na DNA-celulozie (1), Wsrdod nich najbardziej swoista wydaje sie chro-
matografia na DNA-celulozie, jakkolwiek zastosowanie jej do celéw pre-
paratywnych jest utrudnione.

Celem niniejszej pracy jest zastosowanie chromatografii filtracyj-
nej do izolacji kompleksow DNA-biatko i wstepna charakterystyka
skladnika biatkowego kompleksu.

MATERIAL I METODY

Bakterie. Prototroficzny szczep E. coli CA-7 hodowano w 37°C na podlo-
7u plynnym 2z glukoza w ciggu 4,5 godz. do osiggniecia fazy stacjonarnej. Na-
stepnie bakterie odwirowywano, odmywano od resztek pozywki i pcnownie od-
wirowywano (7 000 g). Mase bakteryjng przechowywano w temp. —15°C.

Przygotowywanie ekstraktu bakteryjnego. Ekstrakt przygo-
towywano przestrzegajac niskiej temperatury (2—4°C). Bakterie dezintegrowano,
ucierajac je w mozdzierzu na lepka mase z 4-krotna iloScig korundu (5), ekstra-
chowano 2-krotng iloécig buforu zawierajacego 0,05 m Tris-HCl i 0,1 m NaCl, pH
74 i usuwano korund przez wirowanie w ciggu 10 min. przy 2000 g. Klarowny,
bezkomoérkowy ekstrakt otrzymywano przez 30-minutowe wirowanie przy 20000 g.
Rybosomy 2z bezkomérkowego ekstraktu usuwano przez wytrgcanie siarczanem
amonu dodawanym do 15—20% nasycenia. Wytracone rybosomy i cze§¢ biatek
cytoplazmatycznych odwirowywano przy niskiej sile odsrodkowej i osad odrzu-
cano. Jedynie minimalne ilofci DNA znajdowano w osadzie. Supernatant dializo=-
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wano przez noc wobec buforu uzywanego do réwnowazenia zelu (0,05 m Tris-HCI
i 0,1 NaCl; pH 17,4), a nastepnie zageszczano w chlodni do malej objetosci przy
pomocy S&rodka wigzgcego wode — Aquacide. Tak otrzymany materiai poddawano
filtracji na kolumnach zawierajacych Bio-Gel P-300, Sepharoze 2 B lub Sephadex
G 200.

Izolacja, frakcjonowanie i elektroforeza zelowa biatek.
Biatka wigzgce si¢ z DNA we frakcjach z kolumn filtracyjnych izolowano i frak-
cjonowano na DEAE-celulozie wg Grankowskiego i Bytnar (7). Elektro-
foreze na akrylamidzie przeprowadzono wg Fogela i Sypherda (4) w mody-
fikacji Grankowskiego i Bytnar (7).

Metody analityczne. Bialko oznaczano metoda Lovry i wspo6taut. (11)
lub spektrofotometrycznie, DNA natomiast metodg Burtona (2).

WYNIKI

IZOLACJA KOMPLEKSOW DNA-BIALKO NA KOLUMNACH FILTRACYJNYCH

Jak wynika z ryc. 1 jedynie w przypadku Sepharozy 2 B DNA jest
minimalnie przesuniety w lewo w stosunku do maksimum biatkowego
we frakcjach wycieku (ryc. 1 b). Nie udalo si¢ uzyska¢ wyrazniejszej
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Ryc. 1. Izolacja kompleksow DNP E. coli na kolumnach; a — Bio-Gel P 300, b —
Sepharoza 2 B; 1 — biatko 660 pum, 2 — DNA 620 um
Isolation of E. coli DNP complexes on columns; a — Bio-Gel P 300, b — Sepharose
2 B; 1 — 660 pm protein, 2 — 620 pm DNA

separacji mimo stosowania réznej wielkosci kolumn, roznych stezen bu-
foru, soli itp. Dobre wyniki uzyskano natomiast stosujagc Sephadex G
200. Jak wynika z ryc. 2 a, obecno§¢ DNA ogranicza sie do kilku frak-
cji wyplywajacych tuz za pusta objetoscig kolumny. Wiekszos¢ bialek
znajdowano w dalszych frakcjach wycieku.
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Material zawierajgcy DNA i biatko (frakcje 28—40) zageszczano
i poddawano rechromatografii na Sephadexie G 200, uzyskujgc dodatko-
we usunigcie pewnej czesci bialek nie wykazujgcych zdolnosci do two-
rzenia komplekséw z DNA (ryc. 2b). Nie wykluczone, ze biatko wyste-
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Ryc. 2. Izolacja komplekséw DNP E. coli na Sephadexie G 200; a — chromatogra-
fia, b — rechromatografia; obja$nienia patrz ryc. 1
Isolation of E. coli DNP complexes on Sephadex G 200; a — chromatography, b —
rechromatography; for explanation see Fig. 1

pujace we frakcjach 28—52 uwalnia sie¢ w wyniku czesciowej degrada-
cji kompleksu, czego dowodem jest spadek iloSci wysokoczasteczkowego
DNA i jednoczesne pojawienie sie produktow jego rozkladu (frakcje
28—44). Szczytowe frakcje (14—24), zawierajace rechromatografowany
material, laczono'i zageszczano do malej objetosci. Przeprowadzone ozna-
czenia wykazaly, ze oba wysokoczgsteczkowe skiadniki wystepuja w sto-
sunku 1:1 we frakcjach poddanych rechromatografii. Material filtrowa-
ny jednorazowo zawiera dwukrotng ilos¢ bialka.

WSTEPNA CHARAKTERYSTYKA BIALEK KOMPLEKSU DNA-BIALKO

Biatko rechromatografowanych kompleksow izolowano wedlug spo-
sobu opisanego przez Gasiora i wspolaut. (5). Koncowg probke pozba-
wiong DNA rozpuszczano w 0,02 m buforze Tris-HCl, pH 8,0 zawieraja-
cym 8 m mocznik i 0,006 m merkaptoetanol i frakcjonowano na DEAE-ce-
lulozie (7) na bialka kwasne i zasadowe. Wykazano, ze biatka kwasne
wystepujg w ilosci 3-krotnie wiekszej niz zasadowe. Obie grupy bialtek
rozdzielano przy pomocy elektroforezy na zelu poliakrylamidowym wg
Grankowskiego i Bytnar (7). Stwierdzono (ryc. 3) obecnosé
5 frakcji bialek zasadowych i nie rozdzielajacg si¢ kwasna komponen-

te biatkows.
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Ryc. 3. Elektroforeza bialek izolowanych z kompleksow DNP E. coli na zelu polia-
krylamidowym; A — biatka zasadowe, B — bialka kwasne
Electrophoresis of proteins isolated from E. coli DNP complexes on polyacrila-
mide gel; A — basic proteins, B — acid proteins

DYSKUSJA

Zagadnienia wystepowania, charakterystyki i roli biologicznej kom-
pleksow DNA-biatko w komorce bakteryjnej znajdujg sie w :centrum
zaintereshwania wielu pracowni naukowych. Wiadomo obecnie, ze kom-
pleksy bakteryjne réznig sie od dezoksyrybonukleoproteidow komorek
organizméw wyzszych zaréwno wilasnosciami chemicznymi, jak i bio-
logicznymi (12). Biatko kompleksu bakteryjnego nie stabilizuje na przy-
klad DNA przed termiczng denaturacjg; nie wywiera rowniez wyrazne-
go wplywu hamujgcego aktywnos¢ matrycowg DNA w procesie synte-
zy RNA. Wydaje sie, ze gléwng przyczyna wyzej wymienionych roéz-
nic jest znacznie mniejsza trwalo$¢ wigzania pomiedzy DNA:a- bialka-
mi u bakterii. Labilnos¢ wigzania elektrostatycznego w kompleksach
bakteryjnych utrudnia izolacje tych polaczen. Dlatego tez w zaleznosci
od uzytej metody izolacji kompleksy DNA-biatko réznily sie skiadem
ilosciowym obu skladnikow. Wediug Raafa i Bonnera (12) kom-
pleks E. coli otrzymywany przez frakcjonowane ultrawirowanie cha-
rakteryzuje sie stosunkiem DNA — bialko=1:2,3, natomiast preparaty
filtrowane na Sephadexie G 200 dajg zawartos¢ skladnikow, jak 1:0,25
(8) i 1:1 w niniejszej pracy.

Z dotychczasowych doswiadczen wynika, ze najmocniej wigzacymi
si¢ z DNA bialkami s3 DNA- i RNA-polimerazy (8) oraz inne enzymy
zwigzane z aktywacjg matrycy DNA. Stwierdzono takze obecnos$é mini-
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malnej ilosci bialek zasadowych (10) zwigzanych z DNA. Nie ulega
watpliwosci, ze takze biatka represorowe, jak np. represor operonu lak-
tozy (6), moga tworzy¢ przejsciowe kompleksy z DNA. Moje doswiad-
czenia wykazujg obecnos¢ zarowno bialek kwasnych, jak i zasadowych
w kompleksach dezoksyrybonukleoproteidowych E. coli. Te ostatnie wy-
stepuja jednak w ilosciach kilkakrotnie mniejszych niz kwasne.

Biorgc pod uwage roznice w sile’ wigzan poszczegolnych bialtek
z DNA, zarowno metody filtracyjne, jak i ultrawirowanie nie zapew-
niajg calkowitej swoistosci izolowanego biatka. Zdecydowanie lepsze
wyniki uzyskuje sie przy uzyciu chromatografii przez powinowactwo,
stosujgc kolumny z DNA-celulozy (1, 9). Metoda ta znalazia liczne za-
stosowania do selektywnej izolacji niektérych biatek wigzgcych  sie
z DNA. Powaznym ograniczeniem chromatografii na DNA-celulozie jest
niewielka ilos¢ surowego materiatu, jaka moze byé¢ jednorazowo frak-
cjonowana. Zageszczenie i wzbogacenie ekstraktu w biatka kompleksu-
jace sie z DNA drogg filtracji na Sephadexie moze ulatwi¢ zastosowa-
nie chromatografii powinowactwa na skale preparatywna.

Dzigkujg¢ bardzo doc. dr hab. Eugeniuszowi Ggasiorowi za cenne rady, po-
moc przy wykonywaniu pracy i grzy redagowaniu tekstu.
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PE3KOME

Onucbisaercs npoba uaonsumm u oumctku DNP E. coli metoaom cune-
Tpauuu Ha cnepyowmux seujectsax: Bio-Gel P 300, Sepharoza 2 B, Se-
phadex G 200. [lsa nepBbix npenapata Aanu OTPMUATENbHbIEe Pe3ynuLTathl,
a Ha Sephadex’e G 200 npox3OWNO CENAPUPOBAHUE OTHOCHTENBHO HMCTOM
DNP. U3 nonyuyeHHbIX KOMNNEKcOB u3onupoBanuck Genku, KOTOpbLIE NOTOM
pasgenanuce Ha DEAE-uennionose Ha wenouHble u KMCNOTHbIE KOMMNOHEH-
tol. Ulenounbix Benkos 6biN0 B 3 pa3za MeHbWe, YEM KUCAOTHbIX.

SUMMARY

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 basic and acid
components on DEAE-cellulose. The amount of basic proteins was three
times smaller than that of acid proteins.



5 h.. H

i 3

'~ U’“ﬂﬁf"r-:“&ﬂ?dt’?

By yy 1L 2 3 .
T &

A ST .-\u' 1&1

ra .l‘ém ﬂ;ﬂ‘:

, &Y
e I W .':l'*-Je o Mo s o
eallar e oo ’h‘m.l,t f“"ﬂ

] -
Wt 1"’{“‘




ANNALES UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

Naklad: 950 + 50 egz. Ark. wyd. 31,5, ark. druk. 23,0 + 2 str. kred. + 6 wklejek.
Pap. druk. sat. kl. III, B-1, 80 g.

Oddano do skladu w listopadzie 1972 r., podpisano do druku w kwietniu 1973 r., wydrukowano
W czerwcu 1873 r.

Cena zl 84—

Tloczono w Oficynie Drukarskiej UMCS w Lublinie, nr zam. 415/72. — G-4.



ANNALES

UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONIA

VOL. XXVII SECTIO C 1972

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

I8

Zelazna-Kowalska: Indukcja lizogennego szczepu Rhizobium meli-
loti przez mitomycyne C.
Induction of Lysogenic Strain of Rhizobium meliloti by Mitomycin C.

Karczmarz: Mszaki torfowisk obrzezenia Go6r Swietokrzyskich.
Bryophytes of Peat Bogs Surrounding the Swiety Krzyz Mountains.

. Mamczarz: Mszaki rezerwatu le$nego Jata.

Bryophytes of the Forest Reserve Jata.

Rydzak, B. Zabifiska: Badania nad szybko$cia wzrostu porostow.
Czesé III.

Investigations on the Growth Rate of Lichens. Part III.

. Bystrek, M. Motyka-Zgtobicka: Gatunki rodzaju Parmelia Ach.

na LubelszczyZnie.
Species of the Genus Parmelia A ch. in the Lublin Region.

Bystrek i J. Bystrek: Materialy do flory porostéw okolic Su$ca na
Roztoczu Srodkowym.
A Contribution to the Flora of Lichens in the Vicinity of Susiec in Cen-
tral Roztocze.

Romaszewska-Salata: Nowe dla flory Polski gatunki grzybéw wro-
§likowych (Peronosporales).
Espéces de Péronosporacées (Peromnosporales) nouvelles pour la flore de
Pologne.

Fijatkowski, B. Warmifiska: Zmienno§¢ kostrzew kepkowych (Fe-
stuca sp.) wojewodztwa lubelskiego.
variability of Festuca sp. in the Lublin Province.

Fijatkowski, M. Pekala: Osobliwofci flory naczyniowej okolic So-
biboru kolto Wiodawy.
Peculiarities of Higher Flora in the Environs of Sobibér near Wlodawa.

1zdebski: Zbiorowiska roflinne projektowanego rezerwatu le$nego ,,Zwie-
rzyniec”.
Plant Communities of the Future Forest Reserve ,Zwierzyniec”.

Swies: Geobotaniczna charakterystyka lasow na obszarze dorzecza gérne-
go biegu Bialej Dunajcowej w Beskidzie Niskim. Cze§é IV. Lasy so-
snowe.

A Geobotanical Characteristics of Forests in the River Basin of the Bia-
la Dunajcowa in the Low Beskid. Part IV. Pine Forests.

Popiotek: RoSlinnosé wodna i'przybrzeina jezior okolic Ostrowa Lubel-
skiego na tle warunkow siedliskowych. Cze$§é II. Jezioro Kleszczow.

Aquatic and Littoral Vegetation of the Lakes near Ostréw Lubelski
against the Background of Habitat Conditions. Part II. The Lake Kle-

szczéw.



Biblioteka Uniwersytetu
MARII CURIE-SKLODOWSKIEJ
w Lublinie

ANNALE!
UNIVERSITATIS MAR’%E C (.2)8

LUBLIN—POL 3
VOL. XXVII SECTIO C ! €zAs OPIS nQ}-_

23. J. Malicki: Rodzaj Pediastrum Meyen w jeziorach Pojezierza Leczyrsko-
-Wiodawskiego.

The Genus Pediastrum Meyen in Lakes of the Feczna and Wtoda-
wa Lake District.

24. K. Olech: Wplyw zaciemnienia na nastepczg aktywno$é fotosyntetyczng lici
niektoérych roslin wyzszych.
Photosynthetic Activity of I.eaves of some Higher Plant in the Absence
of Light.

25. J. Malicki: Szybka metoda bezpoéredniego okre§lania liczby komérek bak-
terii w glebie.
A Method of Quick and Direct Determination on the Number of Ba-
cterial Cells in Soil.

26. H Zderkiewicz: Zréinicowanie cech morfolégicznych w grupach wieko-
wych ludnoéci wiejskiej z powiatu bilgorajskiego i putawskiego.

Differentiation of Morphological Features in Age Groups of Rural Po.
pulation from the Bilgoraj and Pulawy Districts.

Adresse:

UNIWERSYTET MARII CURIE-SKEODOWSKIE)

BIURO WYDAWNICTW
Plac Litewski 5 20-080 LUBLIN POLOGNE

N



