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Zawarto$¢ zwiazkow fosforu i bialek w tumorach pochodzenia
bakteryjnego i chemicznego u Datura stramonium L.

Phosphorus compounds and proteins in tumours of bacterial and chemical
origin of Datura stramonium L.

W. MACIEJEWSKA-POTAPCZYKOWA i H. URBANEK
WSTEP

Dazgc do wyjasnienia procesu przeksztalcania sie tkanek normalnych
w tumorowe, wiele uwagi poswieca sie zagadnieniu czynnika tumoro-
tworczego. Niektérym autorom bowiem (Brown { Gardner 1936,
Kraus, Brown i Hammer 1936, Link, Wilcox iLink
1937, Levine i Chargaff 1937, Gautheret 1946, 1947,
Camus i Gautheret 1948, Czosnowski 1948, 1952, de
Ropp 1947, 1950) udalo sie wywola¢ tumory u szeregu roslin nie tylko
przez zakazenie ich Agrobacterium tumefaciens, ale rowniez na drodze
chemicznej za pomoca substancji wzrostowych typu auksyn.

Jesli chodzi o poréwnanie mechanizmu dzialania Agrobacterium tu-
mefaciens i auksyn jako czynnikéw tumorotwoérczych, to de Ropp
(1950) uwaza, ze dzialanie kwasu f-indolooctowego jako regulatora
wzrostu polega raczej na pobudzeniu rozmnazania sie komérek tumora
i ich rozrostu, nie wywolujgc przy tym zmian jakosciowych charakteru
mutagennego, jakie moze wywola¢ Agrobacterium tumefaciens. Dla bar-
dziej jednak wszechstronnego wyjasnienia tych roéznic niezbedne sa ba-
dania pordéwnawcze metabolizmu tkanek tumorowych réznego pocho-
dzenia. Jedna z nielicznych pozycji na ten temat sa obok prac G au-
thereta (1948), Camusa i Gauthereta (1948a,b), Kleina,
Rush i Swifta (1953) i Czosnowskiego (1948) badania
Czosnowskiego (1952), ktéory opracowal bardzo szczegbdlowsy
charakterystyke chemiczng i enzymatyczna trzech typow tkanek Vitis
vinifera: normalnej, tumora bakteryjnego i tumora chemicznego, hodo-
wanych in vitro

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie zawartosci zwigzkéw fosforu
i azotu bialkowego w tumorach pochodzenia bakteryjnego i pochodze-
nia chemicznego u Datura stramonium L.
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MATERIAL I METODY

Material badan stanowily tumory bakteryjne i tumory chemiczne
wywolane na todygach Datura stramonium.

Tumory bakteryjne wywolywano przez zakazenie lodyg Agrobacte-
rium tumefaciens za pomocg igly platynowej. Tumory chemiczne otrzy-
mywano przez wprowadzenie kwasu f-indolooctowego za pomoca strzy-
kawki lekarskiej do miejsc uprzednio zranionych lodygi Datura. Wpro-
wadzenie auksyny do miejsc zranionych powtarzano w ciggu pierwszych
10 dni doswiadczenia co 2 dni, w okresie pozniejszym, to znaczy wzro-
stu tumora, w odstepach 4-dniowych.

Po 8 tygodniach wzrostu tumory bakteryjne i tumory chemiczne
poddawano analizom na zawartos¢ zwigzkow fosforu i azotu biatkowego.

Frakcjonowanie zwigzkéw P wykonano metods opisang przez H o l-
den (1952), a polegajaca na rozfrakcjonowaniu zwiazkow fosforu na
4 grupy:

1. Rozpuszczalne w zimnym 0,2 NHCIO, okolo 3 g prébki badanego
materiatu rozciera si¢ w mozdzierzu porcelanowym z 20 ml 0,2 NHCIO,.
Nalezy zwracaé przy tym uwage, aby nie pozostawiaé tkanki w kontak-
cie z kwasem diuzej niz 10 minut. Po oddzieleniu ekstraktu od roztartej
tkanki przez odwirowanie przy 2400obr/min, tkanke przemywa sie
10 ml 0,2 NHCIO,, odwirowuje, a otrzymany ekstrakt dolgcza sie do
pierwszego. W tej frakcji oznacza si¢ P calkowity. W sklad tej frakcji
wchodzi fosfor nieorganiczny i P zwigzany.

2. Rozpuszczalne w etanolu-eterze-frakcja lipidowa. Trzy stosowane
kolejno porcje: 20, 10 i 10 ml zimnej, neutralnej mieszaniny etanolu-
-eteru (3 :1) wystarczajg zazwyczaj do wyekstrahowania frakcji lipido-
we]. Przemywanie probki etanolem-eterem nalezy powtarzaé¢ az do cal-
kowitego usuniecia z niej barwnikéw. Ekstrakty laczy sie.

3. Rozpuszczalne w NHCIO, przy temperaturze pokojowej — frak-
cja KRNP. Probke ekstrahuje sie 20 ml N HC1O, w ciagu 16—18 godzin
przy temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu ekstraktu przemywa sie
ja 10 ml NHCIO,, oba ekstrakty laczy sie.

4. Rozpuszczalne w NHCIO, przy temperaturze 37°C — frakcja
KDNP. Przygotcwuje sie identycznie jak frakcje 3, stosujac inkubowa-
nie prébek w temperaturze 37°C.

Zawarto$¢ P poszezegoélnych frakeji oznaczano metoda Kuttnera
i Lichtensteina w modyfikacji Holden i Pirie (1955).

W pozostalosci rozdrobnionych tkanek po wyekstrahowaniu zwigz-
kow fosforu oznaczano zawartosé azotu biatkowego. Zawarto$é N ozna-

czano mikrometoda Kjeldahla opisana przez Bielozierskiego
(1954).
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Dla kontroli wykonywano analogiczne analizy lodyg roslin zdro-
wych, Doswiadczenia powtérzono dwukrotnie.

WYNIKI

Tumory wywolane kwasem p-indolooctowym miaty wyglad bardzo
podobny do wygladu tumoréw bakteryjnych. Tumory bakteryjne i tu-
mory chemiczne pojawialy si¢ na lodygach w tym samym mniej wiecej
czasie, ale tumory chemiczne rosty wolniej i nie osiggaly takich roz-
miaréw jak tumory bakteryjne, co ilustruje zalgczona fotografia.

Fig. 1
a — tumor bakteryjny (tumour of bacterial origin), b — tumor chemiczny (tumour
of chemical origin)

Nalezy tez zaznaczy¢, ze konieczne bylo kilkakrotne traktowanie
rosngeych juz tumoréw chemicznych kwasem p-indolooctowym. W prze-
ciwnym bowiem razie tumory te rosty bardzo stabo.

Dla wywotlania tumoréw chemicznych duze znaczenie posiadalo ste-
zenie kwasu f-indolooctowego. Przy zastosowaniu bowiem stezen niz-
szych lub wyzszych od 0,015 M tumory nie powstawaly. Przy stezeniach
nizszych od 0,015 M w miejscach zranienia fodygi powstawaly zazwy-
czaj korzenie przybyszowe, przy dawkach wyzszych matomiast rosliny
marnialy i zamieraly. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze przy stezeniu
auksyny 0,015 M ro$liny z tumorami rosty jednak znacznie slabiej
w poréwnaniu z kontrolnymi i z zakazonymi Agrobacterium tume-
faciens.

Poréwnanie zawartosci frakeji fosforowych i azotu biatkowego w lo-
dygach, tumorach bakteryjnych i tumorach chemicznych Datura stra-
monium przedstawia tabela 1.
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Jak wynika z powyzszego zestawienia zawartosé¢ zwigzkéw fosforu
i azotu bialkowego w tumorach przewyzsza znacznie ich zawartosé w lo-
dygach. W tumorach jednak pochodzenia bakteryjnego nagromadzenie
tych zwigzkow jest wieksze niz w tumorach wywolanych chemicznie.
W tumorach bakteryjnych bowiem, ogélna zawartosé¢ zwigzkéw P prze-
wyzsza zawartos¢ tych zwigzkéow w lodygach prawie 5-krotnie, w tumo-
rach za$ chemicznych okolo 3-krotnie. Najwigksze roéznice w zawar-
tosciach zwigzkow P roznego pochodzenia spotykamy glownie we frak-
cji I, to znaczy rozpuszczalnej w 0,2 N HCl,, W tumorach bakteryjnych
znajdujemy okoto 7, a w tumorach chemicznych okolo 4,5 razy wiecej P
tej frakeji niz w lodygach. We frakcji III — KRNP, zawarto$é¢ P tumo-
row bakteryjnych przewyzsza okolo 3-krotnie, a tumoréw chemicznych
okoto 2-krotnie zawarto§¢ KRNP w lodygach. Zawartosé¢ fosforu innych
frakeji w tumorach przewyzsza rowniez 2-4-krotnie zawartos¢ P odpo-
wiednich frakeji w lodygach, ale réznice pomiedzy tumorami réznego
pochodzenia sg pod tym wzgledem niewielkie.

Jesli chodzi o stosunek PKRN/PKDN, to stwierdzono spadek jego
wartosci w tumorach w poréwnaniu z lodyga, przy czym spadek ten
jest wiekszy w tumorach chemicznych niz bakteryjnych.

Zawartosci N biatkowego w tumorach pochodzenia bakteryjnego
i chemicznego sa podobne i przewyzszaja prawie 3-krotnie zawartosci
N bialkowego w lodygach. Ponizej przedstawiono stosunki zawartosei
P kw. nukleinowych do N biatkowego w badanych tkankach:

Lodyga Tumor bakter. Tumor. chem.

Stem Tum. of bact. Tum. of chem.
orig. orig.
PKRN/N bialk. RNAP/prot. N 32,66 34,41 24,29
PKDN/N biatk. DNAP/prot. N 12,0+ 17,13 15,14

Jak wida¢ z tej tabelki zawartosé PKRN w przeliczeniu na N biatkowy
w todygach i tumorach bakteryjnych jest podobna, natomiast w tumo-
rach chemicznych jest wyzsza. Jesli chodzi o zawartos¢ PKDN w od-
niesieniu do N biatkowego, to zaro6wno w tumorach bakteryjnych jak
i chemicznych jest ona nieco wyzsza niz w lodydze.

DYSKUSJA

Reasumujac wyniki niniejszych badan nad zawartoscia zwigzkow
fosforu i bialek w tumorach réznego pochodzenia u Datura stramonium,
ogoélnie mozna powiedzie¢, ze zawartosé tych zwigzkéw w tumorach za-
réwno pochodzenia bakteryjnego, jak i chemicznego jest znacznie wyz-
sza niz w lodygach.

Klein, Rush i Swift (1953) analizujgc tumory wywolane przez
Agrobacterium rubii u Vicia faba stwierdzili, ze zawartos¢ KDN w tu-
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morach bakteryjnych po znacznych wahaniach w ciggu kilku pierw-
szych dni po zakazeniu ustalala sie wreszcie na poziomie nieco wyzszym
od kontroli. W zawarto$ci KRN nie stwierdzili istotnych zmian,

W tumorach wywolanych kwasem f-indolooctowym zawartosci frak-
cji KRN i KDN roéznily sie bardzo nieznacznie od zawartosci analogicz-
nych frakeji w lodygach.

Czosnowski (1952) por6wnujac zawartosé N catkowitego i N bial-
kowego w tumorach wywolanych przez Agrobacterium tumefaciens i tu-
morach chemicznych wywolanych kwasem «-naftalenooctowym na
tkankach Vitis vinifera, hodowanych in vitro stwierdzil, ze zawartosci
tych frakeji w tumorach byly nizsze niz w tkankach normalnych, przy
czym zawartos¢ azotu bialkowego w tumorach chemicznych byla nizsza
niz w bakteryjnych.

Ré6znice wynikéw niniejszej pracy i badan przytoczonych wyzej
autoréw, dotyczace zawartosci azotu biatkowego i kwaséw nukleinowych
w tumorach, sg bardzo trudne do interpretacji, poniewaz dotycza roz-
nego materiatu roslinnego.

Zmiany iloSciowe bialek i kwasow nukleinowych tumoréw réznego
pochodzenia nie moga jednak da¢ pelnego wyjasnienia podobienstwa
wzglednie réznicy miedzy tumorami bakteryjnymi i chemicznymi.
Stwierdzony przez nas znaczny przyrost zawartosci frakeji fosforowych
i bialek zaréwno w tumorach bakteryjnych, jak i chemicznych nie
decyduja jeszcze o ich zupelnym podobienstwie. Tumory chemiczne
bowiem charakteryzowaly si¢ nieco nizszymi stosunkami PKRN/N
biatkowy i PKRN/PKDN niz tumory bakteryjne.

Ponadto tumory chemiczne wymagaly do swego wzrostu statego do-
dawania kwasu f-indolooctowego, natomiast tumory bakteryjne, jak
wiadomo (Braun i Stornier 1958), nie s3 wrazliwe na dziala-
nie substancji wzrostowych typu auksyn.

By¢ moze, ze badania skiladu chemicznego kwaséw nukleinowych
i biatek tumoréw roéznego pochodzenia mogtyby rzucié¢ peilniejsze swiatto
na istote procesu tumorowacenia.

STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy bylo przebadanie zawartosci zwigzkéw fosforu i biatek
w tkankach lodyg zdrowych i w tumorach Datura stramonium.

Poréwnywano tumory wywolane przez Agrobacterium tumefaciens oraz przez
kwas PB-indolooctowy.

Zawartosé fosforu catkowitego i bialek wyrazona w mg/g suchej masy byla
znacznie wyzsza w tumorach niz w lodygach Datura.

Przyrost ten zachodzil gléwnie dzieki zwiekszaniu sie zawarto$ci P frakeji
kwasorozpuszczalnej. Zawartosé P tej frakcji byla okolo 7 razy wyisza w tumo-
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rach pochodzenia bakteryjnego, a prawie 4,5 raza wyzsza w tumorach wywolanych
kwasem f-indolooctowym niz w zdrowych lodygach.

Zawartoé¢ KRNP byla okolo 3 razy wyzsza w tumorach wywolanych przez
bakterie i okolo 2 razy wyzsza w tumorach spowodowanych kwasem f-indolo-
octowym niz w lodygach.

Wysoki przyrost (2—4 razy) stwierdzono rowniez w innych frakcjach fosforo-
wych (lipidowej, KDN) i bialkach, ale przyrost ten byl prawie jednakowy zaréwno
w tumorach bakteryjnych, jak i chemicznych.

Katedra Biochemii (Wplynelo dn. 22.1.1962 r.)
Uniwersytetu Loédzkiego

SUMMARY

The present paper is concerned with the determination of the phosphorus com-
pounds and proteins in healthy and tumourous Datura stem tissues.

Tumours induced by Agrobacterium tumefaciens and those caused by f-indole-
acetic acid were compared.

In the tumours the total phosphorus and proteins per mgfa"g of dry matter
were significantly higher than in the stems of Datura.

This increase was due mainly to an increased amount of P of the acid-soluble
P fraction. The acid soluble P was nearly 7 times higher in tumours of bacterial
origin and about 4,5 times higher in those caused by IAA than in healthy stems.

RNAP was about 3 times higher in tumours induced by bacterial agent and
2 times higher in those caused by IAA than in healthy stems.

The high increase (2—4 times) was notficed also in other P fractions (lipid-P,
DNA-P) and proteins but this increase was approximately the same in both:
bacterial and chemical tumours.
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