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/6X-174 virus met uitgeworpen kernmateriaal (MACIEAN en HALL, 
1962) Q 

De virussen werden gedeeltelijk geopend door verwarming tot 
70°Co Hierdoor werd het desoxyribonuclernezuur grotendeels 
vrijgesteld (zichtbaar als een streng 7 rechts van iedere ge
ledigde virusmantel). Bemerk de einds-candige lus o De twee 
grote s~eren zijn latex-ballet~es, welke als referentie die
neno Vergroting 75°000 x ; schaduwverhouding 10 : lo 
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Bij het voorleggen van dit proefschrift breng ik gaarne 
in de eerste plaats hulde aan DrQ RoLo Sinsheimer, Professor 
van Biofysica aan het "California Institute of Technology" te 
Pasadena, Californië, in wiens laboratorium de onderzoekingen 
werden verrichtQ Zijn rijpe ervaring, zowel op het gebied van 
biofysica en biochemie, als op dit van microbiologie, zijn 
critische geest, en zijn daadwerkelijke en morele hulp zijn 
steeds een onmisbare steun en een stimulerende leidraad ge= 
weest bij de vordering van dit werko 

Een diepe erkentelijkheid ben ik verschuldigd aan mijn 
Promotor, Professor Dro Lo Vandendriesscheo De wetenschappelijke 
vorming, die ik onder zijn bevoegde leiding verwierf, was de 
basis voor deze verdere navorsingen, en heeft mij toegelaten 
te kwalificeren als "Rockefeller Foundation fellow" en als 
nResearch fellow" aan het California Institnte of Technologyo 
Bovendien waren de praktische raadgevingen van Professor 
Varidendriessche mij zeer nuttig bij het opstellen van dit 
proefschrift, evenals de opbouwende discussies, waar hij steeds 
toe bereid wasa 

Het verheugd mij hier te kunnen mijn dank betuigen aan 
Professor Ir. Ko Petit, Rector der Rijkslandbouwhogeschool 
te Genta Gedurende vele jaren reeds heeft hij mij welwillend 
zijn steun verleend in mijn streven om een wetenschappelijke 
loopbaan te volgeno 

Professor Dr. La Massart, Voorzitter van de Nationale 
Raadvcor Wetenschapsbeléid, ben ik tenzeerste erkentelijke 
Het vertrouwen dat hij stelde in mijn wetenschappelijke waar
de, heeft er in belangrijke mate toe bijgedragen dit studie~ 
verblijf in de Verenigde Staten mogelijk te makeno 

Met dankbaarheid denk ik terug aan de vriendschappelijke 
sfeer welke heerste in Professor Sinsheimer's laboratorium 
voor Moleculaire Biologieo Voor stimulerende gedachtenwisse= 
lingen en voor bereidwillige hulp bij het aanleren van nieuwe 
technieken, gevoel ik mij vooral verplicht tegenover Dro Lo 
Guthrie, Dr. Jo Davis, Dra JaBo Hall en Dro Eo Carusio 

Mijn oprechte erkentelijkheid gaat niet in de minste 
plaats naar de personeelsleden van het Laboratorium voor Fy= 
slologische Scheikunde, en in het bijzonder naar Mevro L. 
Lepoutre, voor de toewijding welke zij besteed hebben aan de 
verwezenlijking van dit proefschriftu 

Financiële steun werd verleend door de "Rockefeller Foun
dation" te New York, V .s., en door het "Nationaal Fonds voor 
Wetenschappelijk Onderzoek"o Heel veel ben ik dan ook verschul~ 
digd aan deze organismen ; niet alleen stelden zij mij in de 
mogelijkheid deze geringe bijdrage te leveren tot de vooruit
gang der moleculaire biologie, maar vooral lieten zij mij toe 
mijn wetenschappelijke vorming te vervolmakeno 

Gent~ 15 juli 1963o 
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DNA : desoxyribonucle!nezuur o 
Eo coli : Escherichia colio 
EDTA : ethyleendiamine tetraäcetaato 
RNA : ribonuclernezuura 

sRNA : "oplosbaar" of transfer~RNAo 
m.RNA : "boodschap" RNA o 

TMV : tabak mozafek virus. 
Tris : tris-(hydroxymethyl)-aminomethaano 
Nucleotidecomponenten • • 

A • adenine • 
c • cytosine • 
G .. guanine • 
T • thymine • 
u • uracil • 
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De belangrijkste bijdrage van de biochemie tot onze ken
nis der levende materie is wel het begrip der unitariteit : de 
drie grote problemen, namelijk winnen en vervoeren van energie, 
trans~ormatie van de organische stof, en behoud en vertaling . 
van de genetische i~ormatie, worden door iedere cel, zij het 

. nu plantcel1 diercel of bacterie, op een in principe gelijkaar.., 
dige of zeer verwante wijze opgelosto De gevolgtrekkingen op 
het gebied van ds.evolutie liggen voor de hando 

Alleen het derde probleem, namelijk dit der genetische in
formatie, wordt hier nader toegelichto De klassieke genetica 
leert dat alle erfelijke karakters bepaald worden door respec
tievelijke factoren, genen genoemd, welke op een reeks lineaire 
structuren liggene In een paar gevallen heeft men deze struc
turen zelfs kunnen vereenzelvigen met de cytologisch· aantoon
bare chromosomene 

Waaruit bestaat nu de informatie van een gen en hoe wordt 
die omgezet in een fenotypisch karakter ? Het is de taak van 
een nieuwe wetenschap, de moleculaire biologie~ om .aan deze . 
abstracte en dikwijls vage begrippen een concrete en chemisch 
betekenisvolle zin te gevena Vooral in de laatste jaren werden 
aanzienlijke successen geboekt, welke grotendeels te danken 
zijn aan de invoering van nieuwe technieken en methodeno · 

Een eerste grote sta~ werd in 19lt-1'- gezet, toen BEADLE en 
TATUM de hypothese van "éen gen , één enzymen vooropsteldena 
Hiermee werd bedoeld dat ieder erfelijk kenmerk, zoals bijvoor
beeld het vermogen om een bepaald suiker te vergisten, de kleur 
van een bloem of de verspreiding van vlekken op de vacht van 
het konijn, · te wijten is aan de aan~ o:r afwezigheid van een spe= 
cifiek, actief enzymeo Deze onderzoekers hebben bijvoorbeeld 
hun hypothese gestaafd aan de hand van experimenten zowel met 
micro-organismen, als met maïs en met katteno Tegenwoordig 
wordt de· "één gen, één enzyme" theorie door zovele experimente= 
le resultaten bevestigd dat zij als bewezen mag worden beschouwd 
(\'/el heeft men in de laatste jaren indirecte~ maar overtuigenie 
aanduiding bekomen voor het bestaan van regulatorische genen, 
welke rechtstreeks zouden inwerken zonder tussenkomst van eiwit~ 
synthese- JACOB en MONOD, 1961 ; · JAèOB en WOLLMAN, 196l)a 

Wat i$ de natuur der genen ? In 1957 vatte SINSHEIMER de 
relevante onderzoekingen op dit gebied samen, en besloot aan de 
hand van onbe~tbaar ~eitenmateriaal uit zeer verschillende 
gebieden dat genen segmenten zijn van de lange DNA=ketenso Dit 
1mrdt misschien het duidelijkst aangetoond door de trans:forma= 
tie experimenteno Indien zuiver DNA, geisoleerd uit gekapselde 
Pneumococci, toegevoegd wordt aan niet~gekapselde Pneumococci, 
dan verkrijgen deze laatste permanent dit erfelijk karakter 
Q'GRIFFITH, 1928 ; AVERY, MACLEOD en MC CARTY, 19Lr4)a Tegenwoor= 
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dig is zelfs transformatie met menselijke cellijnen gekend (~Y= 
BALSKI en JOANNES, 1962 • SZ YBALSKI en SZ YBALSKI, 1962 ; SZ YBAL= 
SKI persoonlijke mededeling) o Dat genen slechts een beperkt 
deei zijn van de reuzen=DNA=moleculen wordt bijvoorbeeld aange~ 
toond door het feit dat bij het breken van een DNA preparaat 
door sonicatie, de transformatie-activiteit veel trager daalt 
dan het gemiddeld moleculair gewicht (GUILD~ 19~2 ; NESTER eoao, 
1963)" 

Wat verband is er tussen het uit DNA bestaande gen en een 
overeenkomstig eiwit ? Het eerste is een polymeer opgebouwd uit 
vier verschillende monomeren (de nucleotiden ~ zie sectie O~l) 
en het tweede bestaat~ althans voor wat de primaire structuur 
betreft~ uit één (of meer) polypeptideketen(s), opgebou.'ltrd uit 20 
verschillende aminozu:e.;n alt. eenheden (zo bijvoorbeeld bestaat 
het enzyme pancreas ri bonuclease uit 121t aminozuren, het hor..-. 
moon insuline uit twee ketens van respectievelijk 21 en 30 ami= 
nozuren en het hemoglobine uit vier ketens welke s~men 57lt amim 
nozuren bevatten)o Er wordt algemeen aangenomen dat de nucleoti= 
deopeenvolging v.~ het DNA de volgorde van de aminozuren in de 
peptideketen bepaalt (rtcolinear coding" theorie)" De aldus ge= 
synthetiseerde, primaire polypeptideketen neemt 'dan voor een 
gedeelte een geordende st~1ctuur aans meestal een rechtswinden~ 
de <lt=helix (secondaire structuur)~ en wordt vervolgens tot een 
welbepaald driedimensioneel complex omgeplooid (tertiaire struc= 
tuur), om te komen tot een meestal sfeervormig, biologisch ac= 
tief eiwito Het is goed mogelijk dat de primaire structuur, waar~ 
voor dus de inf'ormatiE: door het DNA geleverd wordt, bepaalt wel~~ 
ke secondaire en tert:J.aire structuur de polypeptideketen moet 
aannemen ("folding is simply a fu.nction of the order of the ami= 
no acids", CRICK, 1953) o 

Welke correlatie bestaat er tussen het DNA en de morfolo= 
gische celstructuren ? Het DNA komt uitsluitend voor in qe cel= 
kernen of in de overee11komstige structuren der bacterién ; van
daar immers komt de naHm ttnucle!nezuur 11 " (Bij grote uitzondering 
wordt soms een geringe hoeveelheid DNA in de cytoplasmatische 
celstructuren gevonden ; IV/AMURA~ 1960 ; MAHLER en DA SILVA PE= 
REIRA, 1962)o Meer bepaald, het DNA is alleen aanwezig in de 
chromosomen) welke voornamelijk tijdens de mitose aantoonbaar 
zijn, en dit darik zij een kleuring specifiek voor DNAo MORGAN 
en navolgers hebben zelfs aangetoond dat de fijnere structuur 
van de chromosomen kan in verband gebracht worden met de aan= 
of afWezigheid van bepaalde genetische kenmerken (hun keus van 
het studieobject, Drasophila melanogaster, was zeer gelukkig 
enerzijds wegens de aanwezigheid van de reuzenchromosomen in 
de speekselklieren~ en anderzijds wegens de buitengewoon hoge 
spontane mutatiefrequentie) (MO~GAN eoao ~ 1931t ; SCHULTZ, 1947 ; 
BRIDGES en BRIDGES~ 1939 ; LEWIS~ 19lt5)o 

Hoeveel maal is d~ informatie voor de synthese van een be= 
paald eiwit in een cel aanwezig, of in andere woorden hoeveel 
gelijke DNA=moleculen, ook kopijen genoemd, zijn er voorhanden ? 
In het geval van de reuzenchromosomen bedraagt dit aantal zeker 
1000 of meer (RIS, 1957)In Lilium Iongiflorum zou de chromosoom 
uit 2 delen bestaan, chromatiden genoemd, welke elk terug in 2 
strengen te scheiden zijn, ieder opnieuw tweemaal in twee ver"' 
deeld, hetgeen in totaal minstens 16 kopijen geeft (RIS, 1957 ; 
STEFENSEN, 1959) o Recente en zeer mooie studies met celkernen 
van salamander oöcyten tonen slechts twee symmetrische DNA=ke= 
tens aan per chromosoom (GADL en CALLAN, l9bl)o Bij bacteriën 
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weet men dat er meerdere identieke chromosomen kunnen aanwezig 
zijn, afhankelijk van de fysiologische toestand der cel (JACOB 
en WOLLMAN, 196l)o Het is in elk geval onwaarschijnlijk dat het 
gehalte DNA per cel een maat zou zijn voor het aantal erfelijke 
kenmerken, want bijvoorbeeld de mens en de rat bevatten enge= 
veer 3 x lo- 12 g DNA Der cel, terwijl de kikker 7,5 x 1o=lZ g 
en de lelie 53 x lo-12 g DNA bezitteno 

Aangezien het DNA zich i.n de chromosomen bevindt, en de 
eilv.itsynthese in veel gevallen voornamelijk plaats grijpt in 
het cytoplasma = meer bepaald in of op de microsomen, welke aan 
het endeplasmatisch reticulum gebonden zijn = moet de informa= 
tie op één of andere wijze overgebracht worden van de celkern 
naar het cytoplasma (Figo l)o Dit is de rol van het "boodschap" 
of 11messenger 11 -RNAo Reeds 20 jaar geleden tverd door CASPERSSON 
(1941) en door BRACHET (1942) een verband tussen RNA en eiwit~ 
synthese vooropgesteldo Later werd bijvoorbeeld door JEENER en 
SZAFABZ (1950) een aanwijz:Lng bekomen voor de migratie van kern= 
RNA naar het cytoplasma (zte ook GOLDSTEIN en PLAUT, 1955 ; 
PRESCOTT, 1960) o Het is echter slechts in 1961 dat JACOB en MQ.,.. 
NOD een zeer degeliyke bevijsvoering voor het bestaan en de rol 
van het "boodschap"=RNA publiceerdeno Sedertdien is dit één der 
meest actieve onderzoeksgebieden van de moleculaire biologie 
gewordene Volgende eigenschappen, welke ook de oorsprong en de 
functie verklaren, worden a·~n het "boodschap";."RNA toegeschreven : 
a) zelfde basesamenstelling als het DNA~ b) zelfde nucleotide= 
opeenvolging als het DNA, c) wordt zeer vlug gemerkt met radio= 
actieve precursoren van RNA (bijvoorbeeld gedurende 30 tot 60 
seca "pulse labeling"), d) het bindt zich op de microsomen, 
e) het dirigeert de synthese van een specifiek polypeptide, 
f) het is metabolisch zeer labiel en kan bijgevolg slechts tot 
synthese van een beperkt aantal = bijvoorbeeld 50 = eiwitmole= 
culen leid~(hierop maakt het reticulocyten=systeem een uitzon= 
dering, MA eoao, 1962)o Samenvattend kan men besluiten dat 
'boodschap" RNA grotendeels een onvoldoende gekarakteriseerde 
RNA-fracti is. vraarvan al naargelang de groep onderzoekers en 
de gebruikte methoden verschillende facetten bestudeerd wordeno 
De moeilijkheid is vooral de labiliteit en het feit dat "bood·"' 
schap"-RNA slechts een geringe fractie van het totaal RNA uit~ 
maakt (80 tot 90 % van het totaal cellulair RNA is microsoom= 
RNA, meestal bestaande uit de 16S en de 23S componenten (nota 1)~ 
4- tot 20 % is 11oplosbaar 11 of ntransfer" RNA, en volgens BOLTON 
en ~ CARTHY (1962), is slechts 1 % "boodschap" RNA) o 

Wij kunnen dan de eiwitsynthese als volgt samenvatten 
(Figa 1 ; zie ook Figo 3 van een vorige verhandeling, FIERS, 
1960)o Op een stuk van de DNA~keten, overeenkomstig met de 
lengte van een gen, wordt een complementair 11 boodschap11 =RNA 
gesynthetiseerd, welke evenals het overeelli<omstig DNA een in= 
formatie bevat, vastgelegd door de nucleotideopeenvolgingo Het 
"boodschap 11 ~RNA migreert naar het cytoplasma waar het gebonden 
wordt op de mierasomeno Anderzijds zijn er voor de eiwitsyn
these aminozuren en energie nodigo Een aminozuur wordt omgezet 
tot aminoacyl"·AMP ten koste van ATP door een act i verend enzyme a 
Ditzelfde activerend enzyme draagt dan de energierijke amino
acyl=groep over op een specifiek "oplosbaar 11 RNA (sRNA)o Dit 

Nota 1 : De sedimentatieconstante, uitgedrukt in S-eenheden, 
is een maat voor het moleculair gewicht, en wordt bepaald 
door analytische centrifugatie zoals beschreven in sectie lolo2o0o 
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Figuur 1 : Schema van de eiwitsynthese (naar Profo Dro Co de Duve, 
Francqui-leerstoel, 1963)o 

Specifieke informatiet energie en bouwstenen zijn nodig voor de 
eilvitsynthese o . 

Informatie : in de celkern (linker bovenhoek) bevindt zich het 
DNAc De informatie voor de specifieke aminozuu•opeenvolging van 
ieder eiwit wordt bepaald door de nucleotidesequentie van een 
gedeelte van dit DNAo Deze informatie wordt overgeschreven door 
synthese van een 11 boodschap 11 =RNA (m RNA). hetwelk dezelfde nu
cleottdeopeenvolging heeft als één van beide DNA=strengeno Deze 
synthese van m RNA geschiedt door de RNA--polymerase (enzym.e 1), 
ten koste van de vier ribonucleosidetrifosfateno De regulatie van 
de m RNA" synthese, en bijgevolg van de eiwitvorming; wordt uitge= 
oefend door specifieke repressors en inductors, waarvan de natuur 
nog nzeker is (allosterische eiwitten ?)c 
&,l1ê,T-gie : in de mitochondriën (links onder) wordt energie bekomen 
dank zij een reeks oxidatieve f'osforylatie,processeno Deze ener~ 
gie wordt als ribonucleosidetrifosfaten (ATP, GTP, UTP, CTP) voor 
de verschillende celfuncties ter beschikking gesteldo 
BoRwst~neg : de aminozuren~ welke in het cytoplasma voorkomen~ wor= 
den geactiveerd dank zij ATP en een reeks enzymen, waarvan ieder 
specifiek is voor een individueel aminozuur (aminozuur activerende 
enzymen 2)o Dezelfde enzymen dragen vervolgens de aminoacylgroepen 
over op de Óplosbare RNA's (sRNA), die eveneens specifiek zijn voor 
elk individueel aminozuuro Aldus wordt ieder aminozuur voorzien 
van een eigen handvat. Het verschil tussen deze sRNA's berust in de 
nucleotidesequentie ; een beperkt gebied, de anticodon· genoemd en 
waarschijnlijk bestaande uit drie nucleotiden, dient meer speciaal 
voor identificatieo 
D_e_ei~Hi t sy:nthe se ; aan het begin van een m RNA, afkomstig van de 

'kern, hecht zich een ribosoom (bestaande uit een grotere en een klei= 
nere component, respectievelijk 50 S en 30 S genoemd)o Hierop wordt 
een bepaald aminoacyl~sRNA gebonden, namelijk dit waarvan de_anti~ 
codon complementair is met drie overeenkomstige nucleotiden van het 
m RNA., Deze rea,.tie vereist GTP en overbreng:.n:Eenzyme(n) (reactie 3)o 
Een tweede aminoacyl sRNA wordt dan gebonden (steeds bepaald door 
de ilucleotidesequentie van het m RNA), en de eerste aminoacylgroep 
(a ) ·vo:-mt een peptide binding met het tweede, amin9acyl-sRNA {g) com·~ 
plex~ Hierbij wordt het eerste sRNA vrijgesteld, en schuift de ribo= 
spom een plaats op langsheen het m RNAo Door herhaling van dit pro·~ 
ces v~rkrijgt men de synthese van een polypeptideketeno Op ieder 
ogenblik kunnen verschillende ribosomen (bijvoorbeeld 5) op het 
m R~~ gebonden zijn. Dit complex wordt polysoom genoemde Het is mo 
g~ll.Jk dat teJ?-s1otte een enzyme (reactie lt) nodig is om de polypep= 
tlde van de r2bosoom los te maken of tot een specifiek eiwit om te 
plooien" 
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is een ribonucleotideketen van 70 tot 90 eenheden lang, welke 
als een haarspeld is omgeplooid en een dubbelstrengige spi
raalstructuur vertoont (FULLER, 1961; SPENCER €oao, . l962 ; 
LUBORSKY en CANTONI, 1962 o MCCULLY en CANTONI ,: 1962) o De ami= 
noacylgroep wordt aan de c1~=0H (of C' 2 =0H) van de terminale 
adenosine gehechte Wij kunnen hier terioops de merkwaardige 
specificiteit van dit activerend enzyme onderlijnen ~ zo bij= 
voorbeeld herkent het leucine-activerend enzyme leucine uit 
een mengsel van 20 of meer aminozuren en het herkent leucine 
sRNA uit een mengsel van minstens evenveel diverse sRNA mole
culen (deze verschillen waarschijnlijk alleen in hun nucleoti~ 
deopeenvolging)o Ieder sRNA nu bevat een 11 code 11woord (bijvoor= 
beeld de sequentie A-A=A voor fenylalanine) welke complemen= 
tair is met een 11 code 11 woord van het "boodschap" RNA (bijvoor= 
beeld U-U-U) o Op basis van deze nucleotide-complemental'lteit 
(zie sectie Oolo) worden de verschillende aminoacyl-sRNA ver= 
bindingen op het "boodschap" RNA in een Helbepaalde orde ge= 
plaatst (hierv·oor zijn nog een overbrengend enzyme en GTP nodig) o 

Er rest nu nog alleen aan de (hypothetische) peptide=polymerase 
om iedere energierijke aminoacyl=groep te VE)rbinden met de in 
opbouw zijnde peptideketene Een niet-dialys~erbare factor (en
zyme ? ) is vereist om de aldus gesynthetiseE1rde polypeptide van 
de mierosoom los te maken, en tot een oplosbaar eiwit ·te leidene 

Wij hebben gepoogd in dit kort overzicht de algemene lij= 
nen van het verband DNA=RNA=eiwit weer te gaven" Belangrijke 
vraagstukken blijven echter op dit gebied nog onopgelost, en 
andere processen zijn niet altijd zo eenvoudig als ze hier wer= 
den voorgestelde Voor verdere studie verwijzen wij naar enkele 
recente monografieën en overzichtsartikelen (HOAGLAND, 1960 ; 
CHANTRENNE, 1961 ; HARRIS, 1961 ; JACOB en WOLLMAN, 1961 ; 
BERG, 1961 ; ,TACOB en MONOD, 1961 ; LEVINTHAL en DAVISON, 1961 ; 
CHANTRENNE, 1962 ; GROS e~ao, 1962 ; MONOD e.ao, 1962 ; MC QUIL= 
LEN, 1962 ; SIMPSON, 1962 ; VOLKIN, 1963 ; SCHifTEET en BISHOP, 
1963) 0 

Oolo .._l2._E..._.w_..:..;...S_LR U C TUUR DER NUCLE= 
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DNA bestaat uit vier verschillende desoxyribonucleotideno 
Ieder van deze bevat fosfaat, desoxyribose en een base, respeC 6 

tievelijk adenine (A)~ guanine (G), thymine (T) of cytosine (C) 
(F:tg o 2) o De base is p=glycosidisch ge bonden op de C Y van de 
pentose ; deze binding· is bij de purinen zeer labiel tn zuur 
middeno Volgens de methode van hydrolyse is de fosfaatgroep 
gebonden op deC' of dec~~ van de pentoseo Dit geeft tevens 
een goede aanwijz~ng voor dé primaire structuur, namelijk in= 
ternucleotidebinding door C' 3--~ c~ 5 fosfodiesterbruggeno 

De algemeen aangenomen secondaire structuur van DNA is de 
dubbele helix, zoals die het eerst werd voorgesteld door WAT= 
SON en CRICK (1953)" Deze bestaat uit twee, antiparallel·~lopen= 
de schroeflijnen met een complementaire baseopeenvolgingu Deze 
basen liggen centraal in een vlak loodrecht op de as van de ke= 
ten, terwijl de desoxyribose-fos.faat ketens de buitenste schroef= 
lijnen vormen (Figo 2)o Iedere A is door twee waterstofbruggen 
'Terbonden met een T van de complementaire keten, en iedere G 
met een C (deze laatste binding is meer stabiel, en het is wo
gelijk dat er hier drie waterstofbruggen gevormd worden)o Deze 
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Figuur 2 bo 

~iguur 2 : De structuur van DNAo 
a) De primaire structuur : de 4 nor= 

male basen, adenine, cytosine, gu= 
anineen thymine, zijnp-glycosidisch 
gebonden op 2- desoxyriöoseo Deze 
pentosen zijn verbonden door 3'-5' 
fosfodiesters, met vorming van ho= 
ge polymeren. De genetische "in~ 
formatie~' wordt vastgelegd door 
de karakteristieke opeenvolging 
der baseno 

b) De Watson=Crick helix .: DNA, op 
enkele uitzonderingen na, bestaat 
uit twee complementaire polynu
cleotidestrengen, die tot een du~ 
bele antiparallelle schrmeflijn= 
structuur zijn gevlochtenQ De d-ribose 
fosfaat ruggagraten liggen langs 
de buitenkant (fosfor-atomen zijn 
zwart voorgesteld), terwijl de ba= 
sen (schuin gearceerd) in het mid= 
den liggen, en we~ in vlakken lood= 
recht op de as6 

c) De base-complementariteit : De specifieke base-interactie is 
het gevolg van de eigenschap enerzijds van adenine om met thy
mine (of uracil) twee waterstof-bruggen te vormen, en anderzijds 
van guanine om met cytosine drie waterstof- bruggen te vormeno 
Aldus bepaalt iedere purine van de ene keten de overeenkomstige 
pyrimidine van de tweede streng, en vice-versa. 
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complementariteit heeft voor gevolg dat alle DNA evenveel puri= 
nen (A+ G) als pyrimidinen (T + C) bevat, en evenveel 6-keto~ 
basen (G + T) als 6-aminobasen (C + A)o Opgemerkt dient te wor= 
den dat de structuur niet alleen door deze waterstof'bruggen 
wordt gestabiliseerd, maar ook en misschien vooral door de hy= 
drofo be krachten tussen de planaire ba sen ( 11 stacking force s" ) o . 

De Watson=Crick structuur, welke door onderzoekingen met 
X-stralen diffractie en met combinaties van diverse fysico=che
mische technieken wordt gesteund, biedt eveneens een zeer lo= 
gische verklaring voor het behoud van de erfelijke informatieo 
De twee complementaire strengen kunnen door enzymen van elkaar 
gescheiden worden , en ieder dient om de synthese te dirigeren 
van een nieuwe complementaire streng (JOSSE e . a~ , 196l)o Aldus 
treedt verdubbeling van de informatie op , welke noodzakelijker= 
wijze de celdeling moet voorafgaano Het behoud van het genetisch 
materiaal is bijgevolg semi- conservatief : de twee strengen 
kunnen wel van elkaar gescheiden worden, maar verdere fragmenta= 
tie van iedere streng treedt niet op gedurende verschillende ge= 
neraties (MESELSON en STAHL , 1958 ; SUEOKA , 1960 ·; SIMON , 1961) o 

Hoe gr oot zijn de DNA=moleculen ? Tot voor enkele jaren 
werden lijsten gepubliceerd van het moleculair gewicht van di
verse DNA=preparaten_ (JORDAN, 1955 ; SADRON e . ao , 1957 ) o Er 
best ond echter grote tegenstrijdigheid tussen de verschillende 
onderzoekers, tussen de gebruikte methoden en tussen preparaten 
bereid op verschillende wijzen uitgaande van éénzelfde biolo= 
gisch materiaalo Voor het veel gebruikte kalfsthymus=DNA bena= 
derden de waarden dikwijls 6 x 106 Q Een meer homogene bron is 
ev~nwel een bacteriofaag- DNA , z<;>als.het veel bestud~erde T2=DNA 
(z~e sectie Oo2o ) o Daarenboven ~s d~t DNA gemakkeliJker· te zui= 
veren daar het alleen door een eiwitmantel is omgeven (wel ko= 
men in de .kop van de bacteriofaag ook nog polyaminen; calcium
ionen en een resigueel eiwit voor ) o Het DNA=gehalte per faag 
bedraagt 130 x 10 Daltons (nota 2 ) o (Deze waarde kan nauwkeu~ 
rig bepaald worden bijvoorbeeld door chemische bepaling van de 
totale hoeveelheid DNA per volume-eenheid en telling der aanwe= 
zige deeltjes met behulp van de elektronenmicroscoop ) o Tot in 
1960 meende men dat er per T~-bacteriofaagdeeltje verschillen= 
de DNA moleculen aanwezig waren, waarvan de grootste een mole
culair gewicht van 45 x 10° had (zie SINSHEIMER , 1960)o Sedert= 
dien echter is het gebleken dat ieder virusdeeltje sleghts één 
reuzenmolecule met een moleculair gewicht van 130 x 10 bevat 
(RUBENSTEIN eeao , 19~ ; DAVISON eoa o, 1961 ; CAifu~S, 196l)o 

Daarenboven hebben deze onderzoekingen tot enkele nieuwe, 
zeer belangrijke vaststellingen geleid o Vooreerst werd het 
verschijnsel van het klieven ("shearing 11 ) ontdekto Bij een ge 
ringe stroming van~oplossing, bijvoorbeeld door te pipetteren, 
knakken grote DNA-moleculen middendoor (BURGI en HERSBEY, 1961 ; 
LEVINTHAL en DAVISON, 196l)o Bij een ietwat grotere snelheids
gradiënt worden de deeltjes opnieuw gehalveerd en zo verder 
(door sonicatie kunnen stukken met een moleculair gewicht van 
ongeveer 10) bekomen worden)o Met onze huidige technieken is 
het dan ook vooralsnog onmogelijk om intact DNA te isoleren 
bijvoorbeeld uit een plant= of dierencel , waar het goed inge~ 
duffeld ligt tussen histoneno Sommige onderzoekers menen nu 
zelfs dat er per bacteriënchromosoom slechts één DNA- molecule 
met een moleculair gewicht van ongeveer 6 x 109 zou aanwezig 
zijno De juistheid of onjuistheid van deze hypothese kan voor
alsnog niet getest wordeno 

Nota 2 : Dalton : eenheid van het moleculair-gewich~elsel, ook 
avogram genoemdo 
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De moeilijkheden beperken zich evenwel niet tot de 11 shear
ing11e Inderdaad, door onderzoek met het T =DNA is het gebleken 
dat de gewoonlijk gebruikte fysische bepafingsmethoden niet 
kunnen g5ëxtrapoleerd worden tot moleculaire gewichten van 
2,5 x 10 en hogero Deze moeilijkheden zijn zowel technisch 
(oijvoorbeeld men heeft ontdekt dat de sedimentatieconstante 
afhankelijk wordt van de rotatiesnelheid) als fysisch (bij= 
voorbeeld de foc~waarde van de .Mandelkern=Flory-Scheraga verge
lijking blijkt evenmin constant tè zijn~ zie sectie l.lo2o0o)o 
Door vergelijking met het T ~DNA kan men zich wel empirisch 
verhelpen tot een moleculai~ gewicht van 130 x 106 (RUBENSTEIN 
eoa., 196l)o . .. . . . . . . 

Wij mogen bijgevolg besluiten dat de huidige methoden niet 
toelaten om intact cellulair DNA te isoleren, en moest dit toch 
mogelijk zijn, dan valt het nog te betwijfelen of onze tegen~ 
woordige fysische methoden tot een juiste bepaling van het mo= 
leculair gewicht zouden leiden ( LEVINTHAL en DAVISON, 1961) o 

Zoals te verwachten ·voor zo een ineengesloten dubbele he= · 
lix structuur is DNA een stijve, ondoordringbare staaf met een 
grote assymmetriefactor~ Maar toch is de stijfheid, gemeten 
bijvoorbeeld door viscositeit of door lichtverstrooiïng, niet 
zo groot als berekend op basis van het hydrodynamisch modelo 
Dit wordt door SADRON (1960) verklaard op basis van knikpun= 
ten (bijvoorbeeld een breuk in één van beide strengen)o Ook som= 
mige enzymologische en fysiologische onderzoekingen wijzen op 
deze discont inutteiten (BERNARDI eoao, 1961 ; MENNIGMANN en 
SZYBALSKI, 1962 )o Natuurlijk rijst hier weer de vraag of ·het 
gaat om letsels, veroorzaakt tijdens de isolatie, ofwel om· een 
werkelijke , structurele eigenschap van het DNAo 

Bij denaturatie gaan de twee strengen uit elkaar, en de 
secondaire structuur zakt ineeno Dit geschiedt bijvoorbeeld 
door verwarming~ door hoge of lage pH- behandeling, of door toe
voegen van sommige organische oplosmiddelen zoals fermamide of 
dimethylsulfoxideo Meestal is deze overgang onomkeerbaar, maar 
indien het DNA tamelijk homogeen is zoals in het geval van bac~ 
terieel en viraal DNA , kan toch door een gepaste behandeling 
een renaturatie bekomen worden (MARMUR en LANE, 1960 ; DOTY eeao 
1960 ; HERRIOTT, 196l)o . 

Het gedenatureerd DNA verschilt in menig opzicht van het 
natief DNA : 
a) Fysico-chemisch : de structuur is niet langer een stijf 

staafje, maar wel een statistisch kluwen, dat uitrekt naar
mate de ionensterkte daalt of de temperatuur verhoogte 

b) Chemisch : de basen zijn uit de gesloten ruimte los gekomen, 
en de aminogroepen kunnen nu bijvoorbeeld reageren met for~ 
maldehydeo De hypochromiciteit (daling van de UV=absorptie 
te wijten aan baseinteractie) is eveneens veel geringero Ge-= 
denatureerd DNA is chromatografisch te scheiden van natief 
DNA (BERNARDI, 1962)o · 

c) Biologisch : door denaturatie kan de biologische activiteit 
aanzienlijk dalen of stijgen (respectievelijke voo"rbe·elden 
zijn het transfermerend DNA en het polyoma virus- DNA = MAR_. 
MURen LANE, 1960 ; GUILD, 1961 ; WEIL, 1963)o 

d) Enzymatisch : e.r bestaan zowel DNA=afbrekende enzymen (LE!I= 
MAN, 1960) als polymerasen (APOSHIAN en KORNBERG, 196r.U, 
welke een uitgesproken voorkeur voor de gedenatureerde vorm 
vertoneno · 
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e) Immunologisch : in het bloed van Lupus erythematosus patiën= 
ten komen antilichamen voor tegen gedenatureerd DNA (BARBU 
eoao 1960 ; STOLLAR eoao, 1962)o 

Evenwel mag men niet besluiten dat base=interactie niet 
bestaat in gedenatureerd DNAo Bij verwijdering van de denature= 
rende voorwaarden (bijvoorbeeld bij afkoeling) vinden stukken 
van complementaire ketens elkaar terugo Maar ook door zuiver 
toevallige base- complementariteit kunnen intra- en intermolecu
laire associaties optredeno Het resulterend beeld is lange ke
tens, welke op sommige plaatsen lussen vertonen en op andere 
gebonden zijn door waterstofbruggen aan een andere keteno Deze 
interactie is benevens van de concentratie ook in sterke mate 
afhankelijk van de pH, de temperatuur en de concentratie en na= 
tuur der kationeno Bij 0,001 M MgCl is een complementariteit 
tussen twee paar basen reeds voldoefide tot interactie (LIPSETT 
e o a o , 1961) ., 

Tenslotte kan hier nog vermeld worden dat de meeste DNA's 
geringe hoeveelheden buitengewone basen bevatten, zoals 5~methyl
cytosineo In de T-even bacteriofagen (sectie Oo2o) is zelfs al 
het cytosine vervangen door geglucosyleerd 5=hydroxymethylcyto
sine (SINSHEIMER, 1951+ ; LEH1-1AN en PRATT, 1960) o De reden van 
deze uitbreiding of wijziging van het genetisch alfabet is nog 
een volkomen raadselo 

RNA bevat de base uracil in. plaats van thymine, en daaren
boven is de suiker geen desoxyribose maar wel riboseo Deze 
laatste eigenschap verklaart waarom RNA enerzijds meer labiel 
is in alkalisch milieu of zelfs bij verwarming in neutraal mid= 
den, en anderzijds meer stabiel is in licht zure oplossing (een 
meer uitgebreide uiteenzetting over de chemische eigenschappen 
werd vroeger gepubliceerd ; FIERS, 1960)o ' 

Praktisch al het RNA welke uit een natuurlijke bron werd 
geïsoleerd is enkelstrengig (een uitzondering is het relatief 
kleine "oplosbaar" RNA dat een haarspeld structuur heeft (FUL=· 
LER, 1961 ; SPENCER eoao, 1962 ; LUBORSKY en CANTONI, 1962 ; 
MC CULLY en CANTONI, 1962)o Er is geen enkele sterische reden 
waardoor RNA verhinderd zou zijn dezelfde dubbele schroefdraad 
structuur aan te nemen als DNA, want bijvoorbeeld het in vitro 
gesynthetiseerd, complementair RNA kan onder geschikte voor= 
waarden tot .de stijve, geordende vorm overgaan (GEIDUSCHEK eoao 
1962) 0 . . 

Fysico- chemisch heeft het enkelstrengige RNA veel eigen/Schap
pen gemeen met het gedenatureerd DNAo Aangezien er evenwel .geen 
intrinsieke complementariteit van nucleotideopeenvolging voor= 
komt, zijn de intra- en interketen interacties nog geringera 
Door sommige onderzoekers wordt een schatting gemaakt van het 
percent basen welke onder fysiologische voorwaarden door water= 
stofbruggen aan een partner gebonden zijno Dit percent heliciteit 
bedraagt bijvoorbeeld 55 - 65 % voor het tabak mozaïek virus-
RNA (DOTY e.ao, 1959 ; BOEDTKER, 1960 ; HASEU{ORN en DOTY, 196l)o 
Bij 0,1 M NaCl is RNA een statistisch kluwen ("random coil 11 )o 
Bij dalende ionensterkte gaan de ketens zich evenwel uitstrek~ 
ken wegens de toenemende elektrostatische afstotingo Hiermee 
gaat onder meer gepaard een stijging van de viscositeit, een 
daling van de sedimentatieconstante en een stijging van de gy
ratieradius (een parameter bepaald door lichtverstrooiïng) 
(SCHUSTER eoao, 1956 ; DOTY eoao, 1959)o 
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Ieder landbouwingenieur is zeker vertrouwd met de enorme 
schade die de landbouw lijdt te wijten aan virusziekten der 
gewasseno Bedenken wij slechts de economische lasten te wij= 
ten aan het aanscha~fen van gezond aardappel pootgoed en de 
gevoeligheid van kostbare teelten zoals suikerbieten aan di= 
verse viroseno Naar benevens de planten, zijn ook de die!'en, 
zowel de geëvolueerde zoogdieren als de unicellulaire proto
zoa het slachto~fer van· diverse virusseno Zelfs de minuscule 
bacteriën kennen hun eigen virussen, in dit geval bacteriofa
gen genoemd o 

Volgens KoMo SMITH (1951) zijn virussen obligaat parasi= 
iaire, ziekteverwekkende agentia, met tenminste twee dimensies 
kleiner dan 200 m~. Deze definitie, die fundamenteel gezien wat 
ongelukkig lijkt,' geeft een aanneembare a.fbakening voor de prak-
tische classi~icatieo ' 

Virussen zijn obligaat parasitaire Dit wil zeggen dat de 
vermenigvuldiging alleen plaats grijpt na infectie van een ge= 
paste waardealo Deze eigenschap is eigenlijk zeer arbitrairo 
Met de vooruitgang der bacteriologie :Ls het mogelijk geworden 
de meeste parasitaire bacteriën op st~riele bodems te kweken, 
en aldus \vordt bewezen dat zij slechts parasitair zijn omdat. 
hun volledige behoeften anders niet ~~en gedekt wordeno Maar 
zel~s tot nu toe is men er niet in geslaagd bepaalde bacteriën 
in vitro te kweken, bijvoorbeeld Mycobacterium leprae en viru
lente Treponema pallidurn stammen ; in andere woorden de ont
brekende factoren (vitaminen, enzymen~ coë1~ymen) hee~t men nog 
niet ontdekt of intact afgezonderd. Een analoge situatie doet 
zich voor in de virologieo Er is geen enkel bewijs voor de op= 
vatting dat vermenigvuldiging van virussen alleen plaats kan 
grijpen in een "levende" cel, ttzo wanneer alle cellulaire f'unc= 
ties onaangetast zijne Weltntegendeel, er zijn redenen om aan 
te nemen dat men in de toekomst virussen in vitro zal kunnen 
kwekeno Immers de afzonderlijke processen, welke voor zover 
bekend hiervoor nodig zijn, werden alle in vitro gerealiseerd : 
a) Vermenigvuldiging van het nucleïnezuur volgens model door 

een DNA- polymerase of een RNA~,polymerase (LEHMAN, 1959 ; 
REDDI, 1961 : KARASEK en SCHRAMM, 1962) o 

b) Synthese van virale "mantel"-eiwitten ("coat proteins") door 
toevoegen van een viraal nucle1nezuur aan een polypeptide~ 
sy:q:thetiserend systeem (TSUGITA e a a o, 1962 ; NATHANS e oa o, 
1962 ; RUECKERT eoao, 1962 ; OFENGAND en HASELKORN , 1962)o 
Het omplooien tot een speci~ieke secondaire en tertiaire 
structuur kan tenminste in sommige gevallen spontaan geschie= 
den, zoals werd aangetoond met pancreas eiwitten (EPSTEIN 
en ANFINSEN, 1962 ; ISEMURA, eoao, 1961 ; LEVINTHAL eoao, 
1962) 0 

c) Het inbouwen van een nucleïnezuur in een eiwitmantel met 
vorming van een ogenschijnlijk volledig en biologisch ac= 
tie~ virus werd reeds in 1955 door FRAENKEL=CONRAT verwe= 
zenlijkt (FRAENKEL=CONRAT en WILLIAMS, 1955 ; FRAENKEL=CONRAT 
1956 ; COMMONER e$ao, 1956)o 

De hoofdeigenschap van een levend wezen is het behoud en 
de vermenigvuldiging van de erfelijke informatieo Dat het vi~ 
rus zelf alle nodige informatie bezit volgt bijvoorbeeld uit 
het feit dat door chemische of fysische behandeling van het vi= 
rus gemakkelijk mutanten te verkrijgen zijn (MUNDRY en GIERER, 
1958>, terwijl ~erandering van waardcel niet tot wijziging van 
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het geproduceerde virus leidt (bijvoorbeeld het tabak mozaiek 
virus (TMV) laten groeien op Rhoeo discolori .GORDON en SMITH, 
1961) of UV·~bestraling van Escherichia coli met vorming van 
mutantena Voor de synthese van het virus is benevens de infor= 
rnatie ook materiaal en energie nodigo Maar of dit nu bestaat 
uit cellulose en afval zoals bij de rottingsbacterj.ën, of uit 
geactiveerde aminozuren en nucleosidetrifosfaten zoals bij de 
virussen maakt niet a priori een fundamenteel onderscheid uita 

Virussen zijn ziekteverwekkersa Inderdaad hoe zou men an= 
ders hun aanwezigheid kunnen vaststellen ? Iedere cel bevat 
veel nucleoproteïnen met ongeveer dezelfde dimensies als virus= 
seno Zijn dit alle cellulaire componenten, of ziJn sommige pa= 
rasitaire, niet=ziekteverwekkende agentia ? Een gekend probleem 
is bijvoorbeeld dat van de "King Edward" aardappelvariëteit" 
De pLa~en zijn ogenschijnlijk zeer gezond, geven een goede op= 
brengst, en kunnen geen andere variëteit besmetten, zelfs niet 
door insect..,vectoreno Indien echter op de proefhoeve de "King 
Edward" gegrift wordt op een andere variëteit, gaat deze laat= 
ste in veel gevallen uitgesproken ziekteverschijnselen verto= 
nena Het lijkt dus alsof het hier gaat om een niet ziektever= 
wekkende virus, '\~lke normaal vermenigvuldigt in de "King Ed= 
'\vard" o 

Virussen hebben tenminste twee dimensies kleiner dan 200 m~o 
(200 m~is ongeveer het minimum resolutiebereik van de licht= 
microscoop)o Dit lijkt een zeer arbitraire afbakening, maar 
niettemin zijn de geringe dimensies van de virussen één hunner 
voornaamste kenmerkano Zo werd het eerst ontdekte virus, het 
TMV, door IVANOVSKY in. 1892 aangetoond doordat het een bactBr1ën= 
filter passeerdea De geringe atmetipgen verklaren dat in één 
cel soms een enorm aantal virussen kunnen gevormd '\vorden, bij
voorbeeld in de kleine Escherichia coli kunnen tot lOaOOO f2-
colifagen gesynthetiseerd worden (LOEB en ZIND~R, 196l)o Langs 
de andere kant van de gamma staan de vaccinia (210 m~ x 260 mf) 
en de nog grotere Rickettsiae (lt-75 m~) welke toch nog tot de 
virussen behoren, al maken zij misschien een overgangsklasse 
tot de bacteriën uito · 

De virussen kunnen ingedeeld worden volgens de aard van 
het aanwezige nucleïnezuur : DNA of RN.A.o Er bestaat bijvoor= 
beeld weinig verschil in structuur en samenstelling tussen het 
RNA-bevattende, sfeervormige poliomyëlitis virus, het gele mo
zaïek virus van de raap, en de f2-faag, welke respectievelijk 
een dier, een plant en een bacterie aantasteno 

Nochtans zijn de disciplines van de dierlijke, plantaar= 
dige en bacteriële virologie zeer verschillend, en wel wegens 
de specialisatie der technieken : 

Ba~teriofageg worden alleen bestudeerd voor hun intrinsiek 
wetenschappelijk belango Men heeft sedert lang de hoop opgege
ven om deze virussen praktisch te kunnen aanwenden als bacteri~ 
cied agenso De voordelen voor het fundamenteel onderzoek zijn 
daarentegen aanzienlijk : alle waardcellen van een ~opulatie 
zijn praktisch identiek en kunnen terzelfdertijd ge2nfecteerd 
worden ; in korte tijd kan het verloop over vele generaties 
gevolgd worden ; de incubatietijd duurt hoogstens enkele uren, 
in plaats van weken, de keus van diverse mutanten en fysiolo
gische condities is praktisch onuitputtelijke 
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Di~rlilk~ ~i~uss~n worden vooral bestudeerd in rechtstreeks 
verband met hun praktisch belango Bestrijding gebeurt meestal 
door immun.isatieo Gedurende de laatste tien jaar werd aanzien
lijkevooruitgang gemaakt bij het kweken van zuivere cellijnen 
en het infecteren van homogene celsuspensies met virussen (bij
voorbeeld Hela~cellen met polio ; Hela is een stabiele, kwaad= 
aardige cellijn van menselijke oorsprong )o Dit verhoogt natuur= 
lijk in grote mate de mogelijkheden van het wetenschappelijk 
onderzoek , alhoewel de systemen nog vele nadelen bieden tegen
over deze met bacteriofageno 

flantvirgs~en kan men relatief gemakkelijk in zeer grote 
hoeveelheid bereideno Zij \VOrden dan ook veelvuldig gebruikt 
voor chemisch en fysisch onderzoek over structuur en samenstel~ 
lingo Bestrijding geschiedt door selectie van resistente vari= 
eteiten en door beletten van overbrenginga Het onderzoek met 
gesuspendeerde celculturen van hogere planten staat nog in 
zijn kinderschoenen , maar biedt ons inziens veruit de beste 
mogelijkheden voor het bestuderen in vivo van de processen be
trokken bij de ·infectieo 

In alle virussen is benevens eiwit één soort nucleïnez-uur 
aanwezig, hetzij RNA of hetzij DNAo Sommige bevatten daarenbo= 
ven (fosfo)lipiden, polysacchariden en niet-constitutionele 
componenten zoals polyaminen, kationen, adenosine-trifosfaat, 
en zo meero Morfologisch kent men sfeervormige virussen, vrij= 
wel het meest algemeen verspreid , verder staafjes zoals het 
TMV en een paar aardappelvirussen, en dan ook gedifferentiëerde 
structuren zoals bijvoorbeeld de T=bacteriofagen, welke een 
"koprt, een 11 staart" en een 11aanhechtingsplaat" bezi tteno Het 
meest is gekend over de chemische structuur der plantvirussen, 
en hierover werd vroeger reeds een overzicht gepubliceerd 
(FIERS, 1956) o 

Beperken wij ons hier tot de eenvoudige sfeervormige vi~ 
russene Het nucleïnezuur ligt centraal, en daarom heen bevindt 
zich een mantel eiwito De minimum hoeveelheid nuclefne~uur 
welke men in verschillende soorten virussen aantreft, bedraagt 
ongeveer 2 x 10° Daltons (FRISCH- NIGGEMEYER, 1956 ; CHENG, 1957) 
(Zeer recent echter, heeft men een paar virussen ontdekt welke 
nog een geringere absolute hoeveelheid nucleïnezuur bevatten ; 

KASSANIS en NIXON, 1962 j REICHMANN eoao, 1962)o Het relatief 
gehalte nucle!nezuur variéert van bijvoorbeeld 1 % voor influ
enza virus tot 40 %voor een klein virus zoals het tabak "ring-
spot" viruso 

De structuur van de nucleïnezuren werd in voorgaande sec
tie besprokano Een zeer belangrijke vraag is hoeveel nucleïne= 
zuu.:r·=·moleculen aanwezig zt.jn per virusdeeltje o Door grondig fy-
sico-chemisch onderzoek werd aangetoond dat slechts één keten 
aanwezig is per virus voor TMV (GIERER, 1958 ; FRIESEN en SINS
HEIMER, 1959 ; GIERER, 1960), .T2 =bacteriofaag (RUBENSTEIN e oao 
1961 ; DAVISON eoao, 1961 ; KLEINSCHMIDT eoao, 1962) en 0X=l74 
bacteriofaag (zie sectie 0.3o)o Daarentegen worden voor andere 
systemen, zoals het gele mozaïek virus van de raap, soms aanwij= 
zingen bekomen dat het nucleïnezuur een aggregaat van kleinere 
ketens ~ou ·zijn (COHEN en SCHACHMAN, 1957; HASELKORN, 1962)o 
Het verspreiden van de erfelijke informatie over verschillende 
moleculen strookt evenwel niet goed met de opvattingen van de 
moderne moleculaire biologie, en moet met het nodige voorbehoud 
worden aangenemeno 
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WATSON en CRICK (1957) hebben gewezen op het ~eit dat het 
viraal nucleïnezuur in de meeste gevallen niet groot genoeg is 
om de primaire structuur van de totale hoeveelheid viraal eiw.it 
op een directe wijze te dieterene Een meer logische verklaring 
is dat het viraal eiwit, of althans de 11mantel" eiwitten~ uit 
een aantal identieke eenheden zou bestaana Het minimum aantal 
bouwstenen, vereist voor een symmetrische ops·tapeling, bedraagt. 
12 (een tetraëder waarvan elk vlak uit 3 eenheden bestaat)a Een 
opstapeling echter, die dichter een sfeer benadert en ook meer 
symmetrieëlementen bezit (5=tallige assen), is een icosaëder 
(12 x 5 = 60 bouwstenen)a Laatstgenoemde structuur wordt voor 
de meeste sfeervormige virussen aangenemeno Een exact bewijs 
kan evenwel alleen geleverd worden door roentgenstralen=difm" 
fractie, en hiervoor dient men te beschikken over isomorfe en 
relatie~ grote kristallen hetgeen gewoonlijk niet het geval is 
(deze structuur werd wel bewezen in het geval van het "Tomato 
Bushy Stunt Virus 11 , CASPAR, 1956; het gele mozaïek virus van 
de raap, KLUG eoao, 1957, KLUG en FINCH, 1960 ; en het polio= 
virus Type 1, FINCH en KLUG, 1959)o Daarentegen kan men soms 
goede aanwijzingen vinden voor deicosaëdrische structuur, op 
de elektronenmicroscopische opnamen (zo bijvoorbeeld voor het 
130 m).l grote 11 ']pula iridescent virus", WILLIAMS en SMITH, 1958) a 
Dergelijke virussen lijken op bosbesseno Het aantal bobbels (ge~> 
vormd door 5 eenheden op iedere vertex) voor zover deze kunnen 
geteld worden, bedraagt twaalf zoals verwacht (KLUG en CASPAR,-
1960)o Tenslotte kan men ook door fysico=chemisch en chemisch 
onderzoek de aard en het aantal bouwstenen per virusdeeltje 
bepaleno Merken wij nog op dat in sommige virussen benevens 
'mante]'eiwit ook nog protarnen voorkomen welke geassociëerd 
zija met het centraal gelegen nuclefnezuuro 

Aangezien de eenvoudige virussen slechts eiwit en nucle= 
inezuur bevatten, rees vroeger de vraag welke van deze twee com= 
ponenten de drager is van de erfelijke informatiea Men slaagde 
erin de eiwitmantel op diverse manieren te wijzigen, zonder 
dat hierdoor evenwel een permanente verandering van het genoom 
(mutatie) optrada .Later is men zich er tenvolle van bewust ge
worden dat de nucleïnezuren dragers zijn van alle erfelijke 
informatie, en de aminozuuropeenvolging van de eiwit ten recht= 
streeks bepalen (zie sectie OoOo)o Het beste bewijs voor dit 
primordiaal belang van het nucleïnezuur, zowel RNA als DNA, is 
wel dat men het kan isolere~, en met dit gezuiverd preparaat 
infectie bekomen welke tot synthese leidt van n:l.euwe, volledige 
virusseno Dit geldt zowel voor RNA-bevattende virussen van 
plant (GIERER en SCHRAMM, 1956 ; FRAENKEL~CONRAT eoao, 1957 ; 
KAPER en STEE?~, 1959 ; HASELKORN, 1962)~ dier (ALEXANDER eoao 
1958 ; SCHUSTER, 1960) en bacterie (DAVIS, eoao, 1961) als voor 
DNA-bevattende virussen van dier (LATARJET eoao, 1958 ; DI MA= 
YORCA eaao, 1959) en bacterie (GUTHRIE en SINSHEIMER, 1960 ; 
MEYER e oao, 1961) o Aan de basis van deze proeven ligt evenwel 
de noodzaak om de zuiverheid van het bereide nucleïnezuur nauw
gezet na te gaan, teneinde .tot de afwezigheid van geringe hoe
veelheden van een essentiële niet-nucleïnezuur factor te kun~ 
nen besluitene Dergelijke' karakterisering werd het meest uit
voerig verricht met het nucleinezuur van TMV (GIERER en SCHRAMM, 
1956 ; FRAENKEL-cONRAT eoao, 1951), van het gele mozaïek virus 
van de raap (HASELKORN, 196~) en van de bacteriofaag ~X-174 (sec
tie Oa)o)o Waarschijnlijk mogen de besluiten, getrokken uit proe= 
ven met deze systemen, veralgemeend worden tot de andere infec= 
tieve nucleïnezuren, waarvan ofwel niet genoeg materiaal kan 
verzameld worden om fys~co~chemische analysen toe te laten, of 
waarvan de zuiverheid onvoldoende is (nucleïnezuren, geïsoleerd 
uit geïnfecteerde celle~)o 
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Tenslotte willen wij nog even het probleem bespreken o~ vi= 
russen als "levend" o~ als 11levensloos" moeten beschouwd wordeno 
Vele virussen, maar zeker niet alle, kunnen gekristalliseerd war~ 
den , juist zoals vele eiwitteno Het vermogen tot kristallisatie 
hangt waarschijnlijk a~ van de vorm en de ladingsverdeling op 
het viraal oppervlako Sommige kleine virussen zijn bijvoorbeeld 
moeilijk te kristalliseren (het TMV gee~t in vitro slechts pseu
do-kristallen) terwijl sommige zeer grote virussen, prachtige 
kristallen kunnen vormen (bijvoorbeeld het 130 m~ grote Tipula 
iridescent virus ; KLUG eoao 7 1959 ) o Alle kristallogra~ische 
bouwstenen zijn volledig identiek,. en in d~t opzicht is er bij= 
gevolg geen fundamenteel verschil tussen de virussen en de ge= 
kristalliseerde eiwitten, en = bij uitbreiqing = de ä norganische 
kristallene Anderzijds kunnen wij volgens NORTHROP (1961), welke 
meer dan vier decennia over kristallijne eiwitten , autokataly= 
tische enzymen en virussen gewerkt heeft, het leven definiëren 
als het vermogen tot autoduplicatie met verbruik van uitwendige 
vrije energie o In deze zin lrunnen de virussen en zel~s de inf'ec= 
tieve nucleïnezuurmoleéUJ.en als 11 leve~d" beschou\vd wordeno Be
sluit : "De natuur maakt tussen het levende en het levensloze rijk 
een zo geleidelijke overgang, dat de scheidingslijnen welke hen 
verdelen vaag en betwijfelbaar zijn" (ARISTOTELES)o 

\ 

Oo3o D E :BA C T E R I 0 FA A G ~X 174o 

SERTIC en BULGAKOV , werkzaam in het laboratorium MoFo 
d'Herelle te Parijs, isoleerden in ·1933 een reeks bacteriofagen 
uit afvalwater (SERTIC en BULGAKOV, 1935 ; BULGAKOV en BONET= 
MAURY, 1944)o Eén dezer, mc- 174 (]:Hage groep X, nummer 174) trok 
bijzonder hun aandacht wegens de relatieve stabiliteit tegenover 

. verwarming en "veroudering" (weinig spontane mutaties ) o Het virus 
infecteerde zowel sommige Eo coli stammen als Shigella paradysen
teriae stammeno Ultraf~ltratie en bestraling met radon (BONET
MAURY en BULGAKOV~ 1944) , duidde op een zeer klein~ dimensie, 
waarschijnlijk 1~ m~ i 5o Ook ultracentri~gatie wees op een dia= 
meter van ongeve~r deze grootteorde (LEPINE eoao, 1944)o De aan 
de basisliggende veronderstellingen en experimentele technieken 
weerstaan evenwel niet aan de tegenwoordige kritiek (zo werd voor 
de faag een densiteit van la25 aangenomen, in plaats van lo4o) ·) . 

Vijftien jàar later ' werd het virus door SINSHEIMER (1959, a) 
uit de vergetalhoek gehaald, waar het stilaan verzeild was ge= . 
raakt o Het groot be·lang lag voor de hand o Immers de ontwikkeling 
van een nieuwe wetensèhap 7 de moleculaire biologie, liet de moge
lijkheden voorzien om ~e zo bel~ngrijke infectieprocessen op een , 
moleculaire schaal te bestudereno Het voordeel van een bacterie=. 
~aag systeem voor fund~menteel virologisch onderzoek werd in'vo~ 
rige sectie uiteengezeto En aangezien men logischer,wijze mag 
verwachten dat hoe kleiner het virus hoe minder complex het pro
bleem is~ bleek de bacteriofaag ~X-174 een uitgelezen proe~object 
te zijn \een andere bacteriofaag Sl3 welke serGlogisch verwant is 
met ~X 174 - ZAHLER 7 1958 = en even geringe dimensies bezit, bl~t 
genetisch niet zo stabiel te zijn) o · 

Het virus werd gezuiverd door (NHt,.) S04. -fractionatie, ·pre= 
paratieve ultracentrifugatie en centriruiatie in een CsCl densi~ 
teitsgradiënto Met behulp van de analytische centrifuge o~ de 
elektronenmicroscoop kunnen geen onzuiverheden waargenomen wordeno 
Minstens 25 tot 50 % van de virusdeeltjes kunnen infectie ve~oor
zaken ("plaque 11 -vormers ; zie sectie l.lo3olo2o)o Het virus is een 
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bijna sfeervormige polyeder~ waarschijnlijk en icosaëder, met 
een diameter van 25 m~ (SINSHEIMER, ·1959 a ; HALL eeao, 1959 ; 
MAC LEAN eoao~ 1962)o Het bevat 25~5 %DNA it verantwoordt 
80 % van de totale hoeveelileid fosfor) en d rest is waar schijn= 
lijk bijna uitsluitend eiwito Een ;ellSsaat (Nota 3) bevat even-. 

(

eens 11 g~esten11 ttz o virusdeeltjes welk 1~n of zeer '\veinig nu-· 
cle.ïnezuur bevatten (EIGNER e .a a, 1963)., (Dergelijke "geesten'!' 
zijn voor veel virussystemen bekend, zoals voor het TMV en voo 
het gele mozaïek virus van de raap)a 

Zoals vermeld in voorgaande sectie (Oo2a) kan de kristal= · 
vorm alleen bewezen worden door X=stralenverstrooiing, maar tot 
n.rJg toe slaagde niemand er./in kristallen van ~X-17Lt te bekomena 
\·;el werden zeer goede elektronenmicroscopische opnamen verwezen= 
lijkt, en op basis hiervan kan het bestaan van -12 knoppen afge= 
leid \<lOrden~ ieder op de vertex van een icosaëder gelegen (TRO
;vJANS~ 1961 e HAC LEAN e.,ao, 1962)a Aangezien door :tedere vertex_ 
een vijftalfige symmetrieas gaat~ bestaat iedere knop uit even
veel eenheden~ De virusmantel zou bijgevolg uit 60 eenheden (óf 
een veel~oud) besta~o Op basis van de hoeveelheid eiwit per v~= 
rusdneltJe ( 1+~5 x 10 Daltons) berekent ·men een 'maximum molecu= 
lair gewicht van 75"000 per eiwiteenheide Fysica-chemisch en 
che1aisch kan men evem1el eiwiteenheden met een moleculair ge -_ 
wicht van 25°000 aantonen (CARUSI en SINSHEIMER, 1961 ; Dra Ea 
CAI:USil persoonlijke mededeling}o Bijgevolg ofwel bestaat iedere 
kr:lsta lografische bouwsteen (M.,Go 75°000) uit 3 ondereenheden 
(M~Go 25"000) ofwel bevat het virus benevens het "mantel" eiwit 
nog andere proteineno Hiervoor werd een aanwijzing bekomen op 
(!lektronenmici'Oreopische opnamen (Dr o E a MAG LEAN, persoonlijke 
mP.dedeling)o · 

Het DNA llgt centraal . in het virusdeeltje, maar is even= 
wel toegaz~elijk voor zekere reagentia, zoals formaldehydeo 
Het DNA kan ge1soleerd worden~ bijvoorbeeld door behandeling 
met gebufferde fenol (SINSH~Il>lliR, 1959 b)o Het heeft een mole= 
culair gewicht van 1~7 x 10 , bepaald door lichtverstrooiÏngo 
Hieruit volgt dat er per virusdeeltje maar één molecule DNA aan
wezig is~ De baseverhouding is 1,00 adenine, 1,33 thymine, 
0~98 guanine en 0,75 cytosineo De pyrimidine=opeenvolging is 
nagenoeg in overeenstemming met een statistische distributie 
(HALL en SINSHEIMf!.:R, 1963 ; Dro Jo HALL, persoonlijke medede= 
ling) o 

Tot eenieders verwondering bleek ~X=DNA niet dubbelstren= 
gig te zijn, zoals alle andere gekende DNA-preparaten (zie sectie 
0.1), maar we l enkelstrengigo Bijgevolg heeft ~X~DNA de chemi
sche eigenscht.ppen van DNA (bijvoorbeeld stabiliteit in alkalisch 
midden), maar de fysico~chemische eigenschappen van RNA (bij~ 
voorbeeld eei statistisch kluwen-structuur, welke afhankelijk 
is van de ionensterkte en de temperatuur)o Het besluit van een 
enkelstrengige keten is gebaseerd op volgende experimentele re
sultaten : 

lo Radiochem.L sch onderzoek : 32p ingebouwd in een dubhelstren ~ 
gige DNAuket(:"!n heeft bij lt-°C één kans op 10 om bij desintegra= 
tie de keten te breken (HERSHEY ~cao, 1951 ; STENT en FUERST, 
1955)o Bij ~X·-, 17lt- leidt iedere 3lP-desintegratie evenwel tot 
ketenbreuk (TESSMAN eoaa, 1957)a 
2o Chemisch onderzoek : a) De base-samenstelling is niet com· 
plementair (zie hoger)a b ) Het 0X=DNA reageert bij kamertempe= 
ratuur met formaldehyde, terwijl in natief DNA de aminogroepen 
niet voor deze reactie beschikbaar ziin (SINSHEIMER, 1959 b, 
zie sectie 3o2olo) c) Het kan door Pb+ neergeslagen worden on~ 
der voor't>raarden 1.vaarbij natief DNA oplosbaar blijkta 
3o Fysica-chemisch onderzoek : a) De hypochromiciteit vertoont 
niet alleen geen schèrp smeltpunt, maar is daarenboven in over= 
eenstemming met een structuur voorzien van minder waterstofbrug-

Nota 3 ~en lysaat is een cultuur van cellen welke gede?inte= 
gree rd zijn door gedee 1 te li .ik oplos sen van de ce lvranèf, bJ. jvoor
n~A1n met. lvsozyme of met CECl~ 
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gen dan gedenatureerd DNA (dit is begrijpelijk aangezien gede= 
natureerd DNA complementair is en bijgevolg een grotere kans 
voor renaturatie over korte afstanden bestaat )o b) De hypochro~ 
miciteit is eveneens een functie van de ionensterkte~ waaruit 
volgt dat de structuur afhangt van de zoutconcentratieo c) De 
extinctiecoëfficiënt ~P is veel hoger da~ van natief DNA o 
d) Fysico=chemische parameters welke een functie zijn van de 
structuur (bijvoorbeeld sedimentatieconstante en gyratieradius) 
veranderen in sterke mate met de ionenconcentratieó e) De den= 
siteit is 0,02 eenheden hoger dan natief DNA met hetzelfde G + C 
gehalteo 

4o Enzymologisch onderzoek : De kinetiek van de vermindering in 
gemiddeld moleculair gewicht bij inwerking van een endonuclease 
~rljst eveneens op een enkelstrengige structuuro 

net belang der ontdekking van enkelstrengig DNA kan niet 
genoeg beklemtoond worden. Voor het eerst ±mmers werd hier als 
het ware een haploïde vorm gevonden van een molecule welke uni= 
verseel en in alle levende wezens in de dubbelstrengige vorm 
aanwezig iso De vraag .rijst of het hier gaat om een zeer spe= 
ciaal geval, ofwel of ~X-174 de eerste vertegenwoordiger is van 
een nieuwe klasse virusseno Hierop kan vooralsnog geen antwoord 
gegeven wordeno Wel werd medegedeeld dat vaccinia eveneens C(<"'l.·~ 

kelstrengig zou zijn (PFAU en }~ CREA, 1962 a) maar dit kon la= 
ter niet bevestigd worden (PFAU en MC CREA, 1962 b ; JOKLIK, 1962)o 
Ook werd uit melkzuur dehydrogenase een DNA met slechts 30 % se
condaire structuur geïsoleerd, maar de biologische functie van 
deze verbinding is onzeker (MAHLER en DA SILVA PEP~IRA, 1962)o 
Vermelden wij nog dat het DNA van zekere oncogenische virussen 
eveneens in zekere opzichten een afwijkend gedrag vertoonto Zo 
bijvoorbeeld verhoogt de biologische activiteit van polyoma=DNA 
in sterke mate bij verwarming onder voorwaarden waarbij dubbel= 
strengig DNA smelt en de transformerende activiteit grotendeels 
verloren gaat (WEIL, 1963 )o 

Het besluit is dat 0X~DNA wegens zijn eenvoudige structuur 
unieke mogelijkheden biedt, zowel voor chemisch onderzoek als 
voor studie van de infectieprocessen in vivoo Daarenboven is 
~=DNA eveneens onmisbaar gebleken voor onderzoekingen op an~ 
dere gebieden, waarbij men een enkelstrengig DNA nodig had 
(SETLOW, 1960 ; FRASER en MAHLER, 1961 ; CHAMBERLIN en BERG 
1962 ; STOLLAR eaao, 1962 ; HURWITZ eoao, 1962 ; APOSHIAN en 
KORNBERG, 1962)o 

GUTHRIE en SINSHEIMER (1960) hebben aangetoond, dat het 
DNA geïsoleerd uit de bacteriofaag ~X-174 infectief is en tot 
synthese van volledig virus kan aanleiding geveno Het is bijge~ 
volg de drager van alle erfelijke informatieo Hiermee was voor 
het eerst een infectief DNA ontdekt, geïsoleerd uit een zuiver 
virus~ Wel kende men reeds sinds enkele jaren infectief, viraal 
RNA (GIERER en SCHRAMM, 1956 ; FRAENKEL=CONRAT eoao 7 1957 ; 
ALEXANDER eoao , 1958 ; SCHUSTER, 1960) en ook infectief DNA, 
bekomen door extractie van virus- geïnduceerde tumors (LATAR-
JET eoao , 1958 ; DI MAYORCA eQao, 1959)o Onafhankelijk van 
GUTHRIE en SINSHEIMER hebben ook Franse, Duitse en Japanse 
onderzoekers (WAHL eoao, 1960 ; HOF&CHNEIDER, 1960 ; SEKIGUCHI 
eoao, 1960; HUPPERT eoa ~, 1962) infectie bekomen met geïso= 
leerd ~X-DNAo Alleen de Amerikaanse onderzoekers hebben evenwel 
nauwkeurig het geïsoleerd nucleïnezuur fysico=chemisch gekarak= 
teriseerd, en aangetoond dat hoogstens sporen eiwit in de gezui~ 
verde preparaten aanwezig zijne Onder optimale voorwaarden kan 
ongeveer 3 %van de DNA-moleculen tot infectie -
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aanleiding gegen (dit is aanzienLi.jk hoger dan de efficiën
tie van < 10- die met plantvirussen bekomen wordt) o iJX.-DNA 
kan niet opgenomen worden door de normale waardcellen (mBe~ 
al E o coli C), aangezien de specifieke ei~ri t·"celt-Tand inter= 
actie uitgesloten iso Teneinde opname, gevolgd door infectie 
te kunnen bekomen, is het nodig de celwand te verwi jderen, 
bijvoorbeeld door inwerking van lysozJ~o Aldus verkrijgt 
men protoplasten (sommige onderzoekers gebruiken alleen de 
naam "protoplast" voor celwandloze Gram=positieve bacteriën~ 
en "sferoplasten" voor Gram-negatieve, zoal s E a coli ; G1.1'mf= 
SEN, 1962)o Aangezien bij protoplasten specifieke virusre= 
ceptoren uitgeschakeld zijn, is het mogelijk met ~X=DNA pro
toplasten te infecteren van Ee coli stammen, 1relke normaal 
resistent zijn tegenover het viruso 

Een aanvang werd gemaakt met de studie van de processen 
die plaats grijpen na opname van ~X-DNA door een gevoelige 
waardcel (SINSHEIMER, 1961 ; KOZINSKI, 1961 ; RUECKERT en 
ZILLIG, 1962 ; SINSHEIMER e oa o, 1962 ) o Tlvee minuten na het 
toevoegen van ~"·174 aan een cultuur van de waardbacterie 
Es coli C is de adsorptie volledigo Het vrijstellen van het 
infectief DNA uit de eiwitmantel is een relatief traag proces 
(in vergelijking met bijvoorbeeld infectie door T-even fagen~ 
die praktisch onmiddellijk in eclips gaan (Nota 4)ó 5 tot 8 
minuten na infectie kan reeds nieuw gesynthetiseerd virqal 
eiwit aangetoond wordena Na 8 tot 11 minuten verschijnen de 
eerste intracellulaire virussen, en na 17 minuten beginnen 
sommige cellenop:>n te springen, met vrijlating van ongeveer 
300 tot 4oo nieuwe virussen per celo Door SINSHEIMER werd de 
belangrijke vaststelling gemaakt dat het viraal DNA onmiddel= 
lijk na vrijstellen uit de eiwitmantel in een dubbelstrengige 
vorm, "RF" genoemd, omgezet wordta Deze "RF"=factor vermenig
vuldigt ongeveer 50 maal, en is zelf eveneens infectief voor 
protoplasten., Door toedoen van o.f ten koste van deze 11RF" 
wordt dan enkelstrengig ~X=DNA gevormd, welke dadelijk wordt 
ingebouwd in viraal eiwita Bijgevolg is op geen enkel ogen= 
blik vrij, viraal, erucelstrengig DNA aantoonbaaro 

Oa4o P R 0 B L E E M S T E L L I N G& 

Uit voorgaande sectie blijkt dat ~X~DNA een uniek proef= 
materiaal uitmaakt voor de studie van het verband tussen che= 
mische structuur en biologische activiteit van een nucleinezuure 
Immers, bij de aanvang van deze studie, was dit vrijwel het 
enig homogeen nucleïnezuur, dat zich leende tot chemisch, fy
sisch en biologisch onderzoeko Door combinatie van deze drie 
disciplines kon een onbetwijfelbare interpretatie gegeven wor= 
den aan de bekomen resultateno 

Zoals in sectie Oo3o werd uiteengezet veronderstelde men 
dat ~-DNA bestond uit één enkele keten, samengesteld uit 
5°500 nucleotiden, en waarvan de opeenvolging de informatie 
uitmaakte van de virale geneno Het idee van ons werk was de 
DNA-keten op een welbepaalde plaats te wijzigen, en na te gaan 
hoe de genetische informatie hierdoor verstoord waso Een gelo=· 
kaliseerde en chemisch i~denti.ficeerbare modificatie van een 

Nota ~ : De eclips is de periode volgend op de infectie, en 
gedurende dewelke geen infectief virus in de cel kan aangetoond 
wordene 
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nucleïnezuur kan ·bekomen worden door behandeling met een exo= 
nucleaseo Dit is een enzyme welke langs één zijde der keten 
terminale nucleotiden afsplitst (Figo 3)o Bij intrede van een 
dergelijke, kunstmatig verkorte DNA-keten in een gevoelige 
waardeel, mag men veronderstellen dat .één gen zich niet meer 
kan uitdrukken, omdat het onvolledig iso Dit gen kan mogelijks 
geïdentificeerd worden (bijvoorbeeld door het verlies van de 
capaciteit tot vormen van manteleiwit)o Dit zou in principe 
chemische lokalisatie van een gen toelaten, een resultaat wel= 
ke tot nog toe met geen enkel systeem werd bereikt (in tegen= 
stelling met genetische lokalisatie)~ 

Dergelijke experimenten kunnen daarenboven nog een ander 
probleem helpen oplosseno Zoals uiteengezet in sectie OoOo wordt 
tegenwoordig verondersteld dat de opeenvolging van drie nucleo~ 
tiden de informatie bevat voor één aminozuur ( 11triplet code")o 
Indien men nu ~X-DNA ketens gebrQtkt waarvan respectievelijk 
slechts drie, zes of 3n nucleotiden verwijderd zijn, mag men 
aannemen dat het eiwit, gevormd door het eindstandig gen, één, 
twee of n aminozuren minder zal bevatteno Eiwitten, welke op 
dergelijke manier geamputeerd zijn, behouden dikwijls nog hun 
biologische activiteito Dit is onder meer aangetoond geworden 
met papaine (HILL en SlllTH, 1956), pancreas ribonuclease (KAL~ 
NITSKY en ROGERS 1956 ; ROGERS en KALNITSKY, 1957 ; GINSBURG, 
en SCHACHMAN, 1960 ; VITHAYATHIL en RICHARDS, 1961) en pepsine 
(PERLMANN, 1954)o Bijgevolg heeft men met dit systeem in prin
cipe de mogelijkheid om door directe chemische analyse der 
eindgroepen van het viraal RNA en van een identificeerbaar eiwit, 
een oplossing te vinden voor het "coding" probleem, ttz o welke 
volgorde van drie nucleotiden met een bepaald aminozuur overeen
stemt o 

Het succes van een dergelijke benadering van het probleem 
hangt in de eerste plaats af van de selectiviteit van het ge
bruikte exonucleolytisch enzymeo In dit verband mochten wij ons 
gelukkig achten te kunnen beschikken over de Escherichia coli 
fosf'odie sterase, welke toen juist door Dr o I o LEHMAN (1960) was 
afgezonderd geworden, en waarv9.n--hij ons een gedeelte schonko 

Praktisch is ons onderzoek enigszins een andere weg opge
gaana Immers het bleek dat ~X-DNA geen rechte keten is, maar 
wel een gesloten cirkelo Hiermee wordt voor het eerst een che
mische en fysische basis gegeven voor het bestaan van cyclische 
chromosomen, die bij vele, meer complexe organismen werden aan
getoond door louter genetische experimenteno Verder werd aan
getoond dat één abnormale schakel of "gesp 11 aanwezig is per ring 
van 5°500 schakelsa 
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Figuur 3 : De degradatie van een DNA=keten door enzymeno 

De DNA-keten wordt schematisch voorgesteld : 
B base (adenine, guanine, thymine of cytosine) o 

o koolstof van de ribose 
P fosfaat (diëster tussen een C' 3-oH en een C' 5-oH)o 

Endonuclease : Pancreas desoxyribonuclease (PoDNase) hydrolyseart 
op nagenoeg willekeurige wijze fosfodiesterbindingen, met vor-
ming van C1

3woH eindgroepen~ . 
Exonucleasen x Eo coli fosfodiesterase en slangengift fosfodiëstera= 

se tasten een C'~-OH terminus aan, en splitsen trapsgewijze 
51 -mononucleotidé:r:eenheden afo 
Kalfsmilt fosfodiesterase tast de C'~-OH terminus aan, en splitst 
trapsgewijze 3' ~·mononucleotide-eenheden af o 

Geen enkel van deze enzymen heeft een uitgesproken specificiteit 
voor bepaalde baseno 
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loOo MA T E R I A L E No 

loOoOo HET VIRUS ~X-174o 

Het virus werd gekweekt en gezuiverd zoals beschreven door 
SINSHEIMER (1959 a)o De procedure omvat volgende stappen : 
lo De waardcel Eo coli C wordt gekweekt tot een concentratie · 

van lJ~ por lo _ 
2o De infectie wordt gestart door het toevoegen van 10 vJ.r-ussen 

per bacterie (debepaling van de virusconcenbratie wordt be= 
schreven in sectie l .. Oo3o)o De aëratie wordt voortgezet tot 
geen verhoging van de virus ti ter meer optl~eodt (5 uur) o Ver~ 
dere behanuelingen geschieden bij 2 = 3°C) 

3 o Het lysaat -vmrdt gefractioneerd door toevo~gen van (NH4 )2so4 
tot 90 % van het virus is neergeslagene 

4-o Het virun wordt geëlueerd, en de onoplosba-re celfragmenten 
worden VGrwijderdo 

5o Een tweede (NH4 )2S04=fractionatie wordt to~gepasto 
6o Het vj_rus wordt terug opgelost, gedialysee1'd en neergeslagen 

door ultracentrifugatie bij pH 10,3o Deze tnwerking wordt 
herhaald e 

Zo Het virun wordt gecentrifugeerd in een RbCl gradiënto Het 
virus vormt een band bij een densiteit van 1,40o 

So Het viru s wordt in een boraatoplossing (Na2B40? verzadigd 
bij 0°C) gebracht door dialyseo -

Vertrekkend van 20 1 ly:saat bekomt men ongevuer lO mg 
gezuiverd vJrus o 25 tot 50 % van de virusdeeltjes zijn 11 plaque "= 
vormers (Nota 5) o De overige deeltjes kunnen ofw·e:L genetisch ge
inactiveerd zijn (beschadiging van het DNA) , of\'"9 1 vegetatief 
(degradatie van het manteleiwit of inhibitie van l'!.(lsorptie doar 
complexvorming met he·t manteleiwit) o 

Voor de groei van virus , gemerkt met 32p, wordt 10 me_ 
Na?H32poL. toegevoegd aan 75 m1 cultwrmediumo Onder deze voor= 
-waa:rden bedraagt de verhouding 3lpf j2p 15 ~000 o .Op de dj2 van 
de bereiding bevatten 24t3 % van de virusdeelt-;Jès éé11. P-atoom, 
en slechts 5 % meer dan één 32P=atoomo Op deze wijze ~ordt ver
meden dat door ra.dioaeti~~e desintegra~e teveel fragtnnten zou= 
den ontstaan, welke nog j P bevatten~ 

loO olo HET VIRAAL ktt-DN4.o. 

Het enkelstrengig DNA wordt uit het virus gersoleeld door 
behandeling met fenolo Dit wordt juist voor gebruik gede~tilleerd, 
en daarna verzadigd met een boraatoplossing o Aan de virus-,p1os..-.. 

Nota 5 : Een virusdeeltje welke terecht komt op een dunne, con= 
tinue laag gevoelige waatucellen, bijvoorbeeld gekweekt in een 
Petri-schaal, gaat zich vermenigvuldigene Aldus ontstaat n.'. in= 
cubatie (bijvoorbeeld 3 uur bij 37°C) een gaatje of "plaque" 
van enkele mm diameter, te wijten aan lyse van de waardcelleno 
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sing, bijvoorbeeld 3 ml, wordt een gelijk volume fenol toe= 
gevoegd, en het mengsel gedurende 3 mino geschud op een ·~or= 
:bex mixer" (Scientific Indo) o De fasen worden gescheiden door 
ce.ntrifugatie, en de bovenstaande waterige oplossing, welke 
het DNA bevat, voorzichtig afgenomen met een speciale omgebo= 
gen pipeto De fenolfase en de gedenatu~eerd eiwit bevattende 
interfase worden op dezelfde wijze uitgewassen met een half 
volume boraatoplossingo De origineles waterige fase wordt op= 
nieuw met verse fenol behandeld, en dit in .totaal vierrnaalo 
De fenolfase wordt telkens met dezelfde oplossing nagewasseno 
Tenslotte wordt deze wasvloeistof aan het extract toegevoegde 

De opgeloste fenol wor~-verwijderd door drie extracties 
met ethylethero Vervolgens wordt de opgeloste ether vervluch- ' 
tigd door inblazen van N -gas o Het 0X-DNA -wordt · in een 0,2 M :- , 
NaCl + 0,001 M Trisbuf'fe~ pH 7 ,5=oplossing gebracht door he:r.~~ 
haalde dialyse in een cellofaanhuls, vooraf gezuiverd van · 
UV-absorberende verbindingen door uitkoken-in een_l M NaHCOJ~ 
oplossing a 

Van elk DNA-preparaat wordt een absoi'ptie spectrum opge~ . 
nomen bij 37°C ("Beckman DK2 11 ) o Het maximum ligt bij 258 m)J., . 
het minimum bij 230 m)l- en de verhouding bedraagt . 2,34- o De con
centratie ~-DNA wordt bepaald op basis van de optische dicht~ 
heid bij 260 m~ ; men neemt een E( )-waarde aan (extinctie per 
nucleotide equivalent) van 8o700o P De opbrengst~ OP. basis van 
het DNA in het intacte virus, bedraagt ongeveer öO %o De vi= 
rale DNA-oplossing wordt bewaard bij -l5°Co . 

1 ~ 0 o2<> HET KALFSTHYMUS-DNAo 

Hooggepolymeriseerd kalfsthymus-DNA werd aangekocht 
bij "Worthington Biochemical Corpa"o Het preparaat is vrij 
van eiwit , en werd berew volgens de methode van ZAMENHOF 
(1957) 0 

lo0o3o ENZYMENo 

lo0o3o0o Inleidingo 

Algemeen wordt aangenomen dat slechts volgende mogelijk= 
heden open staan voor enzymologische afbraak van nucleinezuren g 

a) Het vertvijderen van eindstandige nucleotiden door exonu
cleaseno Op te merken valt dat exonuclease- acti-viteit nage
noeg vrij is van de zeer frequent voorkomende endonucleasen 
(desoxyribonucleasen of ribonucleasen)o Bijgevolg, alhoewel 
exonucleasen misschien tamelijk verspreid zijn in de natuur 
(FIERS, 1960 ; RAZZELL, 1961 ; ANDERSON en HEPPEL, 1960) 
werden tot nog toe slechts drie verschillende exonucleasen 
zo ver gezuiverd dat ze bruikbaar zijn voor structuuronder., 
zoek van hun substraato Het zijn de Eo coli fosfodiësterase 
(sectie lo0o3olo ), slangengift .. fosfodiësterase (sectie 
lo0o3~2o ) en kalfsmilt fosfodiesterase (sectie lo0o3o3o)o 
De E~ coli en de slangengift fosfodiësterase tasten het 
C'~=OH ketenuiteinde aan (Figo 3) en stellen stap voor stap 
te~minale C' 5=mononucleotiden in vrijheido Kalfsmilt fos
fodiësterase heeft een analoge werkwijze~ maar start aan 
de C' 5-oH terminus en vormt 3'=nucleotideno Zeer recent 
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hebben wij een nieuwe exonuclease afgezonderd uit Lactobacillus 
acidophilus R26 (FIERS en KHORANA, 1963)o Dit enzyme heeft nage- ' 
noeg dezelfde specificiteit als dit van kalfsmilt, maar heeft he~ 
voordeel meer vrij · te zijn van cantaminerende endonuclease en / 
van transfer-activiteito . 

b) Het hydrolyseren van niet-eindstandige fosfodiësterbindingenfloor 
endonucleaseno Over het algemeen zijn de enzymen specifiek het
zij voor RNA, hetzij voor DNA (een uitzondering schijnt bijvroor= 
beeld het Micrococcus enzyme te zijn, RUSHIZKY eoao, 1962 ; RO= 
BERTS eQao, 1962)o De desoxyribonucleasen worden onderverdeeld 
in twee typen: Type I, met als voornaamste· vertegenwoordiger · 
de kristallijne pancreas desoxyribonuclease (sectie loOG3o~o) 
splitst de internucleotide~binding tussen het fosfaat en de 
C'~=OH ~figo 3), heeft een licht alkalisch pH=optimum~ en ver= 
eist Mg -ioneno Type II, zoals kalfsmilt desoxyribonuclease 
(KOERNER en SINSHEIMER, 1957), splitst de fos:faat-G -'~'""'OH binding, 
heeft een licht/zuur pH-optimum en vereist geen Mg++=1oneno ....... 

c) Nucle!nezuren welke beginnen op een C'~-fosfaat of eindigen op 
een C' - fosfaat kunnen in principe gedéfosforyleerd worden door 
niet-s~ecifieke fosfomonoësteraseno Deze activiteit kan men even= 
wel slechts aantonen indien verdere enzymatische afbraak van het 
nucleïnezuur uitgesloten iso Fesfatasen zijn eveneens enzymen 
welke i~ vrijwel alle levende cellen voorkomeno De meest gezui~ 
verde, en dan ook best bestudeerde fesfatasen zijn deze van de 
menselijke prostaat (BOMAN~ 1958) en vooral het recent geisoleer
de enzyme van Eo coli Kl2 ~sectie lo0o3o5o)& Eerstgenoemde, ~e - · 
menselijke prostaatfosfatase, werd in het verleden yeelvuldig ge
bruikt voor defosforylatie van oligonucleotideno· Het enzyme ver- / 
toont evenwel de nadelen van een dalende activiteit bij stijgen~ 
de polymeerlengte, en van steeds vergezeld te zijn van een gerin
ge diësterase -activiteito 

lo0o3olo Escherichia coli fosfodiësteraseo 

Een ver gezuiverd enzymepreparaat werd ons geschonken door 
Dro IoRo LEHMAN (Stanford University)o De stockoplossing bevatte 
16°600 eenheden/mi en 3,05 mg/ml (Voor definitie van eenheden zie 
LEHMAN, 1960)o De stockoplossing werd verdund 1/50 in steriele . 
0,1 % gelatineoplossing ingesteld op pH 8,0 en na verdeling in 
1 ml aliquots, bewaard bij ... ,l0°C o Eenvoudigheidshalve wordt de en= 
zymeconcentratie steeds aangegeven a~rl van deze verdunde stan= 
daardoplossingo . 

De Eo coli fosfodiësterase, beschreven door LEH}ffiN (1960) ver= 
toont een optimale activiteit bij pH 9,2 tot 9,8 en vereist 1,5 
tot 30 m~ Mg++o Zoals vermeld in vorige sectie tast dit enzyme 
het C'~=OH ketenuiteinde van een nucle!nezuur aan, door stapsge= 
wijze sindstandige 5'=mononucleotiden in vrijheid te stellen 
(Fig& 3)o Het verschilt van slangengift fosfodiësterase (sectie 
la0o3o2o) door een engere specificiteito Immers ribose=derivaten 
en di~p-nitrofenylfosfaat worden niet gehydrolyseerd (Dro lo LEH= 
MAN1. persoonlijke mededeling)o Daarentegen kunnen desoxyribonu= 
cleinezuren met ongewone basesamenstelling wel afgebroken worden 
zoals de bacteriofaag T-even-DNA's, welke geglycosyleerde hydroxy= 
methylcytosine bevatten)o Het enzyme vertoont eveneens de speciale 
eigenschap om alleen enkelstrengig DNA af te brekena Aangezien de 
meeste, natuurlijk voorkomende DNA' s dubbelstrengig zijn (sectie 
Oolo), moeten deze eerst gedenatureerd worden, bijvoorbeeld door 
verwarming, vooraleer als substraat te kunnen dieneno Deze bij= 
zondere karakteristieken hebben er toe geleid dat dit enzyme vlug= 
ge ingang heeft gevonden bij het structuuronderzoek van nucleïne= 
zuren, bijvoorbeeld om de aanwezigheid van enkelstrengig naast 
dit van dubbelstrengig DNA aan te tonen (LEHMAN en PRATT, 1960, 
MARMUR ert GROSSMAN, 1961 j SCHILDKRAUT eoao 1961 ; STOLLAR en 
GROSSMAN, 1962 ; FALASCHI eoao, 1963)o 
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la0a3a2e Slangengift fosfodiësteraseo 

Een enzymaaplossing werd ons ter beschikking gesteld door -/ 
Dra JoBo HALL~ .Het preparaat was gezuiverd v9lgens de methode 
van KOERNER en SINSHEIMER~ 1957, gevolgd door . kolomchr.omato- 5t 
grafie op DEAE=cellulose t,:FELIX . e .. a a, 1960) o De oplos si. ng, we~.;;-d1 
ke enzyme, 1 mM MgCl en 10 mM Tris buffer pH 8,8 bevatte, werd 
verdeeld in 0,5 ml afiquots en bewaard bij -l0°Co Ieder aliquot 
diende slechts voor één experimento 

De eigenschappen van het enzyme werden in een vorige ver= 
handeling besproken (FIERS, 1960)a Slangengift .fosfodiësterase 
breekt nucleïnezuren af tot 5' =mononucleotiden (Fig o 3) o Alhoe~ 
wel het enzyme een uitgesproken voorkeur vertoont voor een vrije 
C' 1=0H-termin~~~ blijkt het toch geen stricte exonuclease te 
ziJno Immers ~ZELL en KHORANA (1959) konden endonuclease-acti
viteit aantonen in de meest gezuiverde slangengift fosfodiëstera~ 
se preparatena Daarenboven ' kunnen ketens, welke eindigen op een 
C'~-fosfaatgroep, toch afgebroken .worden, met vorming onder meer 
van nucleoside-3' 5'-difosfaten (CRESTFIELD en ALLEN, 1956 ; 
RUSHIZKY e oao, 19l1) o Deze endonuclease-activiteit splitst de 
C' -fosfaat binding, en is bijgevolg niet te wijten aan de slan
gedgift endonuclease, beschreven door GEORGATSOS en LASKOWSKI 
(1962) aangezien ditenzymede fosfaat-c'

5 
binding hydrolyseerto 

Slangengift fosfodiësterase verschilt nog in een belangrijk 
opzicht van de hoger beschreven Eo coli fosfodiësterase : Het en
zyme kan zowel natief als gedenatureerd DNA afbreken (BO}~N en 
KA~ETTA, 1957 ; WILLIAMS eoao , 196l ) o 

lo0o3o3o Kalfsmilt fosfodiëstera seo 

Een enzymepreparaa t , bereid volgens RILMOE (1960 ) , werd 
aangekocht bij "\'i orthington Biochemical Corp ~· " o Voor de meeste 
experimenten werd het enzyme verder gezuiverd door adsorptie 
aan calciumfosfaat-gel, zoals beschreven door RAZZELL en KHORA= 
NA (1961 ) o De oplossing '\'/erd nadien gedialyseerd tegenover 0,01 M 
natriumsuccinaatbuffer pH 6 , 5 + o , OOl M EDTA + 0,001 % Tween=80 
(Atlas Comp.), en bewaard bij 2°Co 

De activiteit '\<lordt op een analoge wijze bepaald als deze 
van de E o coli diësteraseo Het reactiemengsel ~ bevattende en= 
zyme, 0,166 mg/ml kalfsthymus-DNA, 33 mM natriumsuccinaatbuffer 
pH 6,5, en 0,33 mM EDTA~ wordt geincubeerd bij 30°Co Dezelfde 
eenheid wordt gebruikt als voor de Eo coli f osfodiësterase (LEH= 
MAN, 1960 ; sectie lo0o3olo) , namelijk de hoeveelheid enzyme 
welke 10 m )UllOle mono:r;-g.cleotide vrij stelt in 30 .. mino Experimen·
teel is gebleken dat een Lehman-eenheid milt diesterase ongeveer 
gelijk is aan één Hilmoe - eenheid (HILMOE, 1960 ) o:Nochtans komt 
laatstgenoemde overeen met een meer dan 1000 maal hogere activi~ 
teit, uitgedrukt in ~~ole gehydrolyseerd per tijdseenheide Dit 
verschil is te wijten aan de geringere afbraaks·nelheid van kalfs
thymus-DNA (~ectie 2ololo), vergeleken met deze van de door RIL
MOE gebruikte oligonucleotidena 

. Het enzyme vertoont een optimale act i vi te i t rond pH 6, 5 o 
Het vereist geen cofactor, en wordt zelfs door EDTAgeactiveerd 
(HILMOE, 1960)o Ka1fsmilt fosfodiësterase is specifiek voor het 
C'5-0H-einde van ribo= en desoxyribonuclernezuurketens, en vormt 
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3'~mononucleotiden door trapsgewijze afs~litsing van de termi
nale monomeren (B.AZZELL en KHORANA 1961) o De actie van het en= 
zyme is bijgevolg complementair mef deze van de slangengift or 
Eo coli fosfodiësteraseo Onderzoek met cyclische oligonucleo
tideketens, welke in principe resistent zijn tegenover exonu= 
clease-activiteit, heeft aangetoond dat centaminerende endonu= 
clease=activiteit veel geringer is in kalfsmilt fosfodiësterase, 
dan in de slangengift preparaten, maar toch nog aantoonbaar 
blijft (Dro Go KHORANA, persoonlijke mededeling)o De zuivering 
van dit enzyme is nog van recente datum, en geen onderzoekingen 
zijn bekend over de actie op natuurlijke polynucleotideno Wel 
vermeldt RILMOE (1960) dat hij geen afbraak van DNA kon aanto
nene VANECKO en LASKOWSKI (19Ó2) vonden geen hydrolyse indien 
de ketenlengte meer dan 50 desoxynucleotiden bedroego 

lo0o3o~o Pancreas desoxxribonucleasjto 

Het enzyme, tweemaal gekristalliseerd, werd aangeschaft 
bij 1'\'ITorthington Biochemical Corp" o Een stockoplo~sing werd be~ 
reid, bevattende 0,3 m.g enzyme en 1 mg rundsplasllllt albumine per 
mlo 

Pancreas desoxyribonuclease werd het eerst g~zuiverd en 
gekristal.}~seerd door KUNITl (1950)o Het pH-optimum bedraagt 
7,0 en Mg -ionen verhogen de activiteito Het hydrolyseart fos
fodiësterbindingen in DNA, zonder uitgesproken voorkeur voor de 
aangrenzende baseno In tegenstelling met hoger beHchreven exo
nucleasen, i 11 het pancreas enzyme een zuivere endonuclease o De 
hydrolyse komt prakti·sch tot stilstand wanneer de gemiddelde 
ketenlengte 2 tot 3 bedraagt (VANECKO en LASKOWSKI, 1961 ; 
R.4.LPH eoao, 1962)o De keten wordt steeds gesplitst tussen de 
C' en de fosfaatrest, zodat een brokstuk met een C' ~OH-eind= 
grdep ontstaat en een ander met een terrunale C1 ~-i'o~fomonoës= 
tero Volgens LEHMAN en medewerkers (1962) zou het enzyme een ze
kere voorkeur aan de dag leggen voor natief , dubbelstrengig DNAo 

la0o 3o5o Escherichia coli fÓsfomonoësteraseo 

Een chromatografisch gezuiverd enzymepreparaat werd aange
kocht bij ''Vlorthington Biochemo Corpo 11 o De activiteit werd be
paald volgens TORRIANI (1960), waarbij p-nitrofenylfosfaat ge~ 
bruikt wordt als substraato Aangezien nog residuele endonuclease 
activiteit in deze preparaten aantoonbaar was (sectie 2o0o2o) 
hebben wij een verdere zuiveringstrap uitgewerkt ; Men verdunt 
het handelspreparaat, zodat een oplos~ng bekomen ~ordt welke 
1 tot 2 mg enzyme per ml, 0,1 M NaCl , 5 x l0-3 M Tris buffer 
pH 8,6 en 0,01 M HgC12 bevat o Het :mengsel wordt gedurende 
10 mino in een waterbad bij 90°C verwarmd, en na snelle arkoe= 
ling gedialyseerd tegenover 0,02 M glycinebuffer pH 9,2 + 
0,002 M MgCl o De oplossing wordt v6ór gebruik gedurende min
stens een we~k in de koelkast l-,e,,raard, teneinde renaturatie toe 
te latenm 92 %van de enzymatische activiteit wordt gerecupe
reerdo De fosfatase-eenheid van TORRIANI (1960) wordt gebruikt , 
welke overeenkomt met de ·hoeveelheid enzyme dat bij 37°C 
1 m }Lmole anorganisch fosfaat vrij_stelt per uur., 

De vorming van relatief aanzienlijke hoeveelheden alka
lische fosfatase door sommige Eo coli stammen, gekweekt in an= 
organisch fosfaat-vrij milieu werd ontdekt door HORIUCHI (1959 ) 
en door TORRIANI (1960) o Het enzyme werd gezuiverd en gekarak= 
teriseerd door GAREN en LEVINTHAL (1960) en door HEFPEL en mede= 
werkers (1962)o De activiteit ~s optimaal tussen pH 8,0 en 9,8o 
Het enzyme wordt sterk geremd door complexerende verbindingen, 



- 28 = 

vooral EDTA, aangezien zn++ deel uitmaakt van het actief centrum 
(PLOCKE e.a., 1962)o Alle fosfomonoësters welke werden getest, 
konden door deze fosfatase gehydrolyseerd worden (HEPPEL eaao, 
1962)o Daarenboven waren de VM- en KM-waarden, twee parameters 
van de enzymatische reactie-k1netiek, nagenoeg constant voor al 
de verbindingene Hieruit volgt dat de specificiteit van het en= 
zyme beperkt blijft tot de fosfaatrest, en niet beïnvloed wordt 
door de veresterde alcohol of de zuuranhydride o Een nadeel van 
dit ~yme is wel dat het sterk en competitief geremd wordt door 
één der reactieprodukten namelijk het anorganisch fosfaato Hi~r= , 
door daalt de hydrolyseshelheid aanzienlijk bij toenemende de~ 
fosforylatie. Wegens zijn speciale eigenschappen is de bacteriële, 
alkalische fosfatase thans het voorwerp van intens onderzoek op 
chemisch, fysico~chemisch en genetisch gebied (GAREN eoao, 196l)o 

lolo ME TH 0 D E No 

loloO. INLEIDINGa 

Het basisexperiment van ·dit onderzoek bestond in hét incu= 
beren van ~-DNA met een exonuclease (sectie Oo4o)o Het enzyme 
stelt mononucleotiden vrij welke chemisch kunnen bepaald worden 
(sectie lololo)o De genetische informatie wordt aldus onvolledig, 
zodat verlies van biologische activiteit -kan optredena Deze 
laatste wordt quantitatief bepaald met behulp van microbiolo
gische technieken (sectie lolo3o)o Maar de ~X-DNA keten kan ook 
wijzigingen in primaire structuur ondergaan, welke niet gepaard 
gaan met vrijstelling van mononucleotideno Meer bepaald, ketting= 
breuken of verandering in vorm van de moleculen kunnen optreden, 
en het is mogelijk deze fenomenen te volgen met biofysische me= 
thoden (sectie lolo2o)o Door combinatie van deze drie disciplines 
is men bijgevolg in staat alle gegevens in te winnen nodig voor 
een ondubbelzinnige interpretatie der resultaten van een experi
mento 

Op te merken valt dat ~X-DNA een zeer kostbaar substraat is, 
en bijgevolg dienden alle methoden tot microschaal herleid te 
worden. Zo werd voor het totaal ·van alle uitgevoerde experimen~ 
ten minder dan 5 mg ex-DNA verbruikt o De bepaling van de vrij- . 
gestelde mononucleotiden vergt ongeveer 15 f g DNA, de analytische 
ultracentrifugatie vereist 25 tot 30 ~g DNA welke in sommige 
gevallen kan gerecupereerd worden, terwijl slechts 0,1 ~g ~X-DNA 
of minder nodig is voor de dosering van de infectiviteitö 

1.1.1 o CHEMISCHE BEPALING VAN DE VRIJGESTELDE MONO= 

NUCLEOTIDEN o 

De methode is een micromodificatie van deze beschreven door 
LEHMAN (1960)o In principe worden de polynucleotiden neergesla
gen bij ooc met HCl~.; waarna de mononucleotiden in het superna~ 
tans bepaald worden ï'ietzij door spectrafotometrie of hetzij door 
meting van 32po Alhoewel de modaliteiten enigszins veranderden 
volgens de aard van de experimenten, was de standaard werkwijze 
als volgt : · 

100 J~-1 van een reactiemengsel, welke vöör incubatie onge~ 
veer 15 ~g ~-DNA bevatte, wordt toegevoegd aan 50 ~1 ijskoude 
"carrier"-DNA-oplossing (2,5 mg kal:rsthymus DNA per ml 0,02 M 
NaCl + o,oo2 M Tris buffer pH 7,5)o Vervolgens wordt onder hef= 
tig mengen met een "Vortex Mixer" (Scientific Instruments, 
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Springfield) 100 ~1 ijskoude 0,625 N HCl04=oplossing bijgepipet= 
teerdo Na 5 mino bewaring bij OOC worden de buisjes gecentrifu= 
geerd gedurende 3 minebij lOoOOO x go Vervolgens wordt voorzich~ 
tig met een micropipet 200 ~ van het supernatans opgenomen voor 
bepaling van de mononucleotideno Meestal wordt de extinctie ge= 
meten bij 260 mp. met behulp van microkuvetten met 1 cm optische 
weglengte, en een aangepaste 11Beckman DU 11 -spectrofotometero 

Een molaire extinctiecoëf~iciënt van lOoOOO wordt aangeno= 
men voor de mononucleotiden (LEHMAN, 1960)o Een theoretisch meng~ 
sel van de 4 desoxyribonucleotiden heeft in zuur milieu eigenlijk 
een gemiddelde molaire extinctiecoëfficiënt van l0ol50o Wij heb= 
ben opgemerkt dat de extinctie van de oplossingen enigszins daal
de in functie van de tijd (Tabel l)o 

Tabel 1 : Daling van de extinctie in zuur middeno 

Een equimolaire oplossing van thymidylzuur, desoxycytidylzuur, 
desoxyadenylzuur en desoxyguanylzuur wordt verdund enerzijds met 
Tris buffer pH 7,0 (controle) en anderzijds met HCl04 tot een 
eindconcentratie 0,25 Mo De extincties worden uitgedrukt als % 
van de controle o 

I Tijd 
min. 

0 

3 
' 6 

18 
30 

I 60 

1105 
1144o l 

I 

% Extinctie bij 260 m)J-
Experimenteel Theoretisch 

94,7 
93,2 
89,4 
87,9 
86,2 
85,8 
85,8 I 

95,9 a 

83,9 b 

a Vier desoxynucleotiden in zuur midden vergeleken met een 
pH 7,0- oplossingo 

b Twee pyrimidine desoxynucleotiden en twee purinen in zuur 
midden a 

Dit verschijnsel bleek bij nader onderzoek te wijten te zijn 
aan depurinatieo Immers de geëxtrapoleerde extinctie op tijd 0 
van een equimolair desoxymononucleotide - mengsel in de per= 
chloorzuuroplossing was gelijk aan 96 % van deze bij pH 7,0 in 
overeenstemming met de berekende waardeo Na het bereiken van 
een constante waarde bedroeg de extinctie 85,8 %, te vergelij= 
ken met de waarde 83,9 % berekend op basis van een equimolair 
mengsel van 2 pyrimidine desoxynucleotiden en 2 purineno Depu~ 
rinatle in zure oplossing is reeds sedert lang bekend (TAMM eaao 
1952) 0 
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32 Bij proeven met ~X-DNA gemerkt met P werden de mononucle= 
otiden bepaald door telling in een "Nuclear Chicago tbin-window 
gasflow counter 11 , voorzien van automatische registratieo 200 )(I. 
van het supernatans (zie hoger) werd op een aluminium draagplaat
je gebracht,~met 1 N KOR, en drooggedampto 

~e.~-të.UJ-,o..tlsev.d.. 

1 .. 1 o 2 o ANALYTISCHE ULTRACENTRIFUGATIE o 

lolo2 .. 0o Betekenis van de sedimentatieconstanteo 

De hydrodynamische eigenschappen van een molecule zijn een 
functie van het moleculair gewicht, de densiteit, de vorm en de 
hydratatie .. De densiteit kan relatief gemakkelijk door directe 
methoden bepaald worden, en blijft nagenoeg constant voor homo= 
loge polymereno Voor de bepaling van het moleculair gewicht zijn 
daarenboven nog twee fysische parameters nodig, zoals bijvoor
beeld de sedimentatieconstante en de diffusieconstante, welke 
algemeen in de eiwitchemie worden gebruikte 

De sedimentatieconstante s in een centrifugaal gravitatie
veld is 'per definitie gelijk aan : 

_ dr 1 
s- dt w2r 

waarin r : afstand tot de as 
w : hoeksnelheid 
t : tijdseenheid 

De s 20-waarde of sedimentatieconstante in water bij 200C 
is gelijkw' aan de experimentele s-waarde, gecorrigeerd -voor 
de viscositeit en de densiteit van het oplosmiddelo De eenheid 
van de sedimentatieconstante .is de s13onde o Aangezien voor de 
meeste macromoleculen s minstens 10- sece bedraagt, wordt al~ 
gemeen een .eenvoudiger eenheid gebruikt, namelijk de Svedberg S 
(S == lo-13 sec.) o 

De diffusieconstante van nucleïnezuren is moeilijk te be 
palen bij de lage concentraties, nodig teneinde intermoleculaire 

· interactie te vermijdene Daarom verdient het gebruik van de in
trinsieke viscositeit (~) de voorkeuro Een laatste moeilijkheid 
is nog dat de contributie van de vorm (assymmetriefactor) niet 
kan onderscheiden worden van deze der hydratatieo Een oplossing 
werd gevonden doorFLORYen MANDELKERN, later verbeterd door 
SCHERAGA (SCHERAGA en MANDELKERN, 1953 ; SCHERAGA, -1961) o Hier
bij wordt de p-waarde ingevoerd, welke theoretisch berekend of 
experimenteel bepaald kan wordeno De P=waarde is tussen zekere 
grenzen weinig afhankelijk van de assymmetrie en van de permea
biliteit96Voor enkelstrengige nucleïnezuren bedraagt ~ongeveer 
2,25 x 10 (KURLAND, 1960 ; BOEDTKER, 1960)o Het moleculair ge
wicht is dan gelijk aan : 

1/3 3/2 
M = ( sw,20 (') . f90N ) 

p<l- vp) j 
waarin 'o == viscositeit van het oplosmiddel 

· p = densiteit van het oplosmiddel 
N = getal van Avogadro 
V = ·partieel specifiek volume 
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De sedimentatieconstante is evenwel van veel meer belang 
dan een eenvoudige, fysische grootheido Immers de analytische 
ultracentrifugatiebeelden, waargenomen met behulp van hetzij 
Sc.hlieren, interferentie of ultravioletabsorptie=optiek, laten 
eveneens toe de verdeling van de s-waarde te bepaleno Aldus is 
het mogelijk om bijvoorbeeld heterogeniteit op te sporen ofwel 
om de graad van polydispersiteit te bepalen van homologe poly= 
meren, zoals vele nucleïnezuurpreparateno 

Het moleculair gewicht van 0X=DNA is bekend (SINSHEIMER~ 
1959 b)o get belang van de analytische ultracentrifuge proeven 
voor dit onderzoek bestond meer speciaal in het volgen van de 
vorm en de structuurveranderingen, die het gevolg zijn van che= 
mische~ fysische of enzymologische behandelingene Hierbij wordt 
enerzijds de verdeling van de verschillende komponenten bepaald 1 
en anderzijds de respectievelijke s~waarden, welke een maatstaf 
zijn voor hun moleculair gewichto 

lolo2.lo Wer(wijzeo 

o,B ml tot 1 ml van de te analyseren oplossing, welke 25 
tot 30 ~ DNA bevat, wordt in een 12 mm hoge, ~o centrifuge= 
cel gebrachte Voor alkalische oplossingen wordt een cel m0.t 
"Kel-F 11 binnenlichaam gebruikte Men brengt dfJ cel in een geka~ 
libreerde 11An-D 11 rotor en centrifugeert in d~) 11Beckman Model E" 
analytische ultracentrifugea De rotortemperatuur 1vordt op 20,0°C 
en de snelheid op 56°100 tapoma ingesteldo Om de ~ of 8 mino 
wordt een opname gemaakt met behulp van de ~!-absorptio=optiek~ 
De beelden worden ontwikkeld bij 20°C (Fig a 1,. a) o 

Voor de meeste bepalingen werd gebruik femaakt van een ro
tor uitgerust met een exponentiële wig (ROBKtN e oa o, 1959 ; deze 
rotor werd ter onzer beschikking gesteld doox• Professor Jo VINO= 
GRAD)" Hierdoor bevat iedere opname tevens erm nagenoeg recht
lijnige zwartingsgradiënta Dit laat toe de concentraties der 
verschillende componenten in absolute eenheden uit te drukkan, 
zodat de resultaten onafhankelijk zijn van dt) gevoeligheid der 
fotografische film, verschillen tussen de twee gebruikte analy
tische ultracentrifugen, fouten te wijten aan niet constante 
voorwaarden van fotografische ontwikkeling, en zo meeJ'o 

Iedere film, welke bestaat uit 12 opnamen bij verschillen""' 
de centrifugatietijden (Figo 4 a) wordt geregistreerd rret behulp 
van een 11Joyce-Loebl Recording Photodensi tometer 11 (Ge.teshead on 
Tyne, England) o Dit laat toe de relatieve Z\.;rarting W!.n de film 
te meten, en de waarden uit te zetten tegenover de arstand tot 
de rotoras (uitgedrukt in arbitraire lengteëenheden)~ Aldus be= 
komt men een reeks van 12 fotodensitometer-curven, zoals voorge
steld in figuur ~ bo 

De s-vaarde wordt al~ volgt bepaaldo Iedere opname bevat 
twee referentielijnen welke overeenstemmen met gekende afstanden 
tot de rotatieas, namelijk 5,7 cm en 7,3 cm (één woTdt gevormd 
door een opening in de ballast=cel en de andere doo1· de exponen
tiële wig)5 De afstand in arbitraire eenheden, welke een homogeen 
grensvlak aflegt in functie van de tijd (densi tomf)ter curven) 
kan aldus omgezet worden in cmo Nu is per definitie (sectie lolo2a0o 

s = ·~ -1- = 2,303 d log r 
dt w2r w2 dt 

Hierin is w = toerental per sec o x 2 1T' 
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Figuur l~ : De analytische ultracentrifugatie van !6X-DNAo · 
a) Een ~-DNA monster (preparaat 3 = 30 ~ml) werd met for= 

maldehyde ~handeld (zie sectie ~oOo), en vervolgens gecen~ 
trifugeerd bij 20,0°C en 56°100 t.p.mo Na het bereiken 
van de topsnelheid werd om de 8 mino een opname gemaakt . . 
met behulp van de UV- absorptieoptiek (12 opnamen van bo
ven naar onder). Op iedere opname ziet men van links naar 
rechts (richting van het centrifugaal veld) : , •. 
Een exponentiële zwartingsgradiënt, welke voor referentie 
dient. 
Het bovenstaande oplosmiddel , waaruit het ~~DNA is weg
gecentrifugeerdo 
De ~X-DNA bevattende oplossing, welke de UV-stralen ab= 
sorbeert, en bijgevolg licht grijs iso 
Een tweede referentielijno 

Bemerk dat er in feite twee DNA- grensvlakken voorkomen · 
(zie opnamen~ tot 8)o Deze stemmen respectievelijk ove~~ 
een met de !6X-DNA s2 (trager migrerende} en s1 (sneller 
migrerende) component (zie sectie 4oOo)o . · 
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.l:)emerk> 'ni;.vo0T'beelä op de curven na 40 mino of 56 rtdlio, de 
lichte s"t) ,jgin.g -ce vlijten aan deeradatieprodukteu, v-ervolgens 
een snel1~ stijging te wijten aan s2 , en tenslotte een ·~wP-ede 
homogE!ne compon~mt , namelijk 5," 

_L 

e.) ~·lelt beh1~lp ";ar:. de refe:t"enttf3= 
lijnen worden de relatieve 
abscis-waa:rden. in figuur 4 b 
omgezet in cm at·stanà tot de 
rotoras (radius)o Dit laat 

0 .1 
~ 

t0e de: ~f::.tand tcjt tede~ grens
vJ.~~ te repaleno Hier opgege= 
ven is het logar~tme van deze 
afstanden in functie van de 
C"cnt.l~.ti'r;.g r:d::!.tStijd o Uit de 
~" -· ,. .. t .·'· J.·"- r)~ r- ... c~~ 41~ -: ~e·:nt v ... - d ze J . • 1.'-· ~_.~_, ~~ó .. t • ...... 1. J •. ~,. ... . • 121. .~.e 
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i\J,n.(~t:i.e ~<a.n te:o.slott~ de sedi= 
l!lf~:·'-tç, t.J. f' c.0ns tante berekend 
worden (zie tekst)o 

• - e sl- component(sneller 
migrerend)., 

x- x s2-component(trager 
m:rgrerend) o 
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Het logaritme van de afstand in functie van de tijd valt 
normaal zeer nauwkeurig op een rechte lijn (Fig o 4 c )o De rich= 
tingscoëfficiënt hiervan is gelijk aan d log r/dt, en bijgevolg 
kan s berekend wordene 

In het geval van polydisperse componenten:i bijvoorbeeld a.fc-· 
braakprodukten van ~-DNA, wordt de mediaan- s-waarde bepaald ; 
dit is de s- waarde waarbij 50 gewic~xPercent van het DNA snel
ler m:tgreert, · en 50 gewichtspercent ·tragere 

De analytische ultracentrifugatie laat bovendien ook toe 
de samenstelling van DNA=mengsels te bepalene Iedere component 
migreert met een karakteri.stieke s=waarde, en resulteert in een 
grensvlak, zichtbaar op de directe opname en de densitometer= 
curve (Fige 4 a en b)o De relatieve hoeveelheid van iedere com= . 
ponent, bijvoorbeeld een homogene mc=DNA fractie en·, een fractie 
degradatieprodukten , wordt dan bepaald door vergelijking met de 
zwartingsgradiënt , die als referentie dient (zie .hoger)o.De v~r= 
m•::lde res~ltaten zijn steeds het gemiddelde van twee bepalingen, 
meestal op opname 5 (40 mine centrifugatie) en 7 (56 mino een= 
trifugatie) ~ Experimenteel werd vastgesteld dat de ztt~arting der 
film een rechtlijnige functie van de concentratie was , zodat de 
ordinaatwaarden der respectievelijke componenten ook rechtstreeks 
met elkaar vergelijkbaar ~laren .. . · 

1.1~3e . MICROBIOLOGISCHE BEPALING VAN DE INFECTIVITEITe 

lele3 .0 e. Principe o. 

De standaard bepaling der biologische activiteit van ~X=DNA 
is gesteund· op de onderzoekingen van GUTHRIE en SINSHEIMER (1960)e 
De eerste stap van een virale infectie is meestal de adsorptie 
van het virus aan een gevoe11ge celo Deze binding is te wijten 
aan een specifieke interactie tussen de eiwitmante~ van het vi~ 
rus en de celwand, bijvoorbeeld van een bacter1ee Vervolgens 
komt het genoom in de cel terecht , en wordt aan de syn-: 
these van nieuw virus begonneno .Het vrije DNA ,. zoal~ !IX-DNA, . 
welke een eiwitmantel mist ,. wordt dan ook niet door een gevoeli~e 
waardeel , _. zoals E o, coli C, . gebondeno . Indien evenwel ook e stij- · 
ve ce wan . van e acterie weggenomen wordt, waardoor èen proto= 
plast ontstaat, kan het viraal DNA wel opgenomen worden, .en bi.j= 
gevolg tot it;lf'ectie leidene De~e opname geschiedt misschien door 
het ~tose me~ (CHAPMAN-ANDRESEN en PRESCOTT , 1956 ·· ; 
CHAP~DRESEN ,\ 2j~Aangezien · de normale virus- waardcel in
teractie wegvalt,. kan 0X- DNA ook protoplasten ip.fecteren ~ van sta~
men welke de specifieke virusreceptoren n~~ bez~tten, en bijge~ 
volg resistent zijn (zie ook séctie Oo3e)o Van deze eigenschap 
wordt gebruik gemaakt bij de quantitatieve bepaling van de infec
tiviteit •.. Immers een gedeelte van de protoplasten is steeds in 
staat om de bacteriële wand terug te synthetiserenö Deze. vo~le
dige cellen zijn nu echter. ongevoelig voor de volledige virussen, 
welke eveneens gevormd worden zodat herinfectie uitgesloten ise . 

In principe wordt het ~X-DNA toegevoegd aan protop~asten 
van de resistente Eo coli W6o Ieder opgenomen ~-DNA molecule 
kan tot synthese leiden van een aantal volledige virusseno Deze 
worden vrijgesteld door een ttosmotische shocku (bij plots verla
gen van de osmotische druk breken de protoplasten open)e Het .aan
tal virussen wordt dan getitreerd door bepaling va.."'l de 11plaques 11 , 

gevormd door een aliquot .uit te spreiden op een petri-schaal ba~ 
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dekt met een laagje gevoelige waardcelleno (De dubbele agarlaag 
techniek wordt beschreven door ADAMS, 1959)o Aangezien de kwa= 
liteit van iedere protoplast=cultuur in zekere mate afhangt van 
niet-controleerbare, biologische factoren, en elke populatie he= 
teregeen is blijkt het noodzakelijk alle DNA- oplossingen bij 
verschillenJe concentraties te testen, en bij iedere serie bepa= 
lingen een standaard ~X-DNA reeks toe te voegeno 

lelo3olo Procedureo 

lolo3olo0o Bereiding van de protoplasteno 

De samenstelling van de voedingsoplossingen wordt beschre= 
ven door GUTHRIE en SINSHEIMER (1960)o Steriele voorwaarden zijn 
strict noodzakelijk bij iedere fase van de bepaling" 20 ml "3XD" 
medium wordt ingeënt met 1 ml van een nagenoeg .verzadigde Eo. coli 
w6-cultuur, of een inoculum van een agarcultuuro De oplossng wCIDdt 
geincubeerd bij 37°C onder flinke verluchtingo Na _het bereiken 
van een 5 x 108 celconcentratie per ml, wordt 1 mi verdund tot 
20 of 25 ml met vers, op temperatuur gebracht, "3XD" medium, en 
opnieuw geincubeerd tot een concentratie van 2 tot 6 x 10~ cel
len per mlo 

De bacteriën worden verzameld door 5 mino centrifugatie bij 
1000 x g en opgenomen in 350 ~1 0,5 M sucrose~oplossingo Vervel= 
gens voegt men 100 pl Oi25 M Tris buffer pH 8,1 toe, 10 pl lyso= 
zyme (2 mg/ml gekristal iseerd "Worthington Biochemical Co" lyso
zyme) en 20 pl 4 % EDTA pH 8,lo Na 10 mino zijn de protoplasten 
gevormd, hetgeen men controleert doormicroscopieoDe protoplas= 
ten worden gestabiliseerd door verdunning met 2 ·ml "Nutrient. 
Brothn, welke eveneens 2 % rundsplasma albumine l:;>evat o Na 5 mino 
wordt nog 7,5 ml "Nutrient Broth" toegevoegd, teneinde de con
centratie albumine te verlageno De protoplasten dienen binnen .de 
30 mino gebruikt te wordeno 

lolo3ololo Infectie met ~X-DNAo 

Iedere reeks bepalingen bestaat gewoonlijk uit een standàard 
en 6 monsters o De concentratie ~X-DNA wordt uitgedrukt in mole
culen per ml, aannemende dat één optische densiteitseenheid ~X
DNA (bij 260 m]J. en 250C , in 0,2 M NaCl + 0,001 M Tris buffer . 
pH 7 ,5 ) overeenstemt met 1,3 x 10lj mole-culen per mlo Negen ver= 
dunningen, telkens met een factor 5 , worden gemaakt van de stan- . 
daard, en vijf verdunningen met een factor 5 van iedere ·onbekende 
~-DNA oplossing o De Îeteste ~X-DNA5concentratie s liggen ongeveer., . 
in het giàied van 101

7 
tot 2,5 x 10 voor de standaard, en van~ 

2,5 x 10 tot 4 x 10 voor de onbekendeno De verdunningen geschie
den in 0,025 M Tris buffer pH 8,1 .. Aa.ng!zi.en ~X-DNA bij deze .lage 
ionensterkte niet erg stabiel is, voert men dez·e be\verking slechts 
uit juist v~~r de infectie, en dan nog bij 0°Co 

De infectie wordt gestart door een constante hoeveelheid 
toplasten namelijk 200 ~1 van de suspensie, aan 200 ~l van de 
verschillende ~~DNA verdunningen toe te voegen (deze laatste 
nen vlug op kamertemperatuur gebracht te worden)o 

pro= 
41-''J_ 

die= 

Na 10 minG is de opname van DNA beëindigd, en voegt men 
1,6 ml uNutrient Broth" toeo De buisjes worden nu gedurende 
90 min. bij 37°C geincubeerdo Tijdens deze periode wordt in 
iedere gernfecteerde protoplast een aantal virussen gevormd 
(ongeveer 300)o In tegenstelling met volledige bacteriën treedt 
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geen plotse "lyse" op, maar een gedeelte der virussen wordt 
langzamerhand in het milieu vrijgesteldo Na 90 mino is de in= 
tracellulaire virussynthese zeker volledig, en wordt een "os
motische shock" toegepast door een verdunning 1/10 in koude 
boraatoplossing (natriumtetraboraat , verzadigd bij 0°C)o . 

lolo3olo2o Bepaling van de virustitero 

Iedere virus- oplossing wordt verder verdund in ijskoude, 
verzadigde boraatoplossing tot een concentratie van 1000 tot . 
2000 virussen per ml (de verdunningsfactor bedraagt 5000 tot . 
10°000 voor de hoogste geteste DNA- concentratie en 10 tot 109 
voor de laagste)o Van onbekende DNA-monsters dienen soms 2 of V 
3 verdunningen bereid te wordeno 

Aan 2 ml "Top agar", vloei baar gehouden bij lt5°C, voegt 
men 0,2 m1 toe van een E~ coli C cultuur in de logaritmische 
groeifase, en 0,1 ml van de . te bepalen ~X-oplosst ng ot Het meng~ 
sel wordt uitgespreid in een Petri-schaal , welke reeds een laag= 
je "Bottom agar" bevato Men incubeert de platen 3 uur bij 37°Co 
Ieder virus geeft aanleiding tot een heldere vlek of "plaque"; 
te wijten· aan gelyseerde waardcellen, op een continue troebele 
achtergrond van een dichte Eo coll C cultuuro De "plaques" wor= 
den geteld met behulp van een "Colony counter" (New Brunswick) o..-

De resultaten worden grafisch uitgezet als logaritme van 
de gevormde virussen tegenover logaritme van het aantal DNA-mo
leculen, beide Çerekend op .basis van het ~X=DNA + protoplasG · 
infectiemengsel (Fig" 5) o Meestal wordt een typische, langgf:rek
te S=functie verkregen (zie ook GUTHRIE en SINSHEIMER, 1960)o 
Het middendeel is rechtlijnig en strekt zich minstens uit over 
een gebied overeenkomstig met een verdunningsfactor van lO"OOOo 
De afwijking bij hoge DNA- concentratie is te wijten aan vec·za= 
diging van de hoeveelheid aanwezige protoplasten, ~n deze bij 
lage DNA- concentratie waarschijnlijk aan het voorkomen van een 
geringe fractie meer efficiënte protoplasteno 

Het percent overblijvende biologische activiteit wordt be
paald op basis van de horizontale verschuiving van de verdun= 
ningscurve ten opzichte van de standaard 0X- DNA oplossing (Fig o 5) 
Dit wil zeggen men vergelijkt iedere verdunning van de onbekende 
met een hoeveelheid standaard ~X .. ·DNA moleculen, welke amleiding 
geeft tot eenzelfde aantal "plaques"o 

Het gemiddeld aantal "hits" (Nota 6) per molecule, m, kan 
berekend worden op basis van de overblijvende biologisc~e activi
teit p, met behulp van de Poisson-vergelijking ~ p = e~ (e = 
basis van het natuurlijk logaritme)o 

~-----

Nota 6 : Een "hit" of treffer is in deze betekenis een geloka
liseerde chemische wijziging ·of kwetsihg van het ~X-DNA, zoals 
bijvoorbeeld kettingbreuko Experimenteel is gebleken dat nage= 
noeg elke "hit" letaal is o 
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F'iguur 5 : De biologische bepaling van ~X-DNAo 

Het te bepal~n 0X=DNA-monster wordt toegevoegd aan EG coli -
protoplasteno Dit 1eidt tot synthese van volledige 0Xo.ol74 virus= 
sen, die dan getitl'eerd worden door een gepaste verdunning, samen 
met waardcellen , ill een Petri~schaal uit te spreiden a Ieder virus 
vormt onder deze voorwaarden een "plaque" (zie tekst voor verdere 
bijzonderheden )" Praktisch worden van iedere onbekende 0X-DNA op= 
loss:lng 5 verdunninE;en getest o Abscis : logaritme van het aantal 
0X- DNA-molecule equivalenten per ml (dit is het gewicht DNA x ge= 
tal van Avogadro I noleculair gewicht van 0X=DNA)o Ordinaat : 
logaritme van het aantal "plaques" die, onder de beschreven voor
waarden, voortspruiten uit de gebruikte hoeveelheid ~X-DNAo 

Alle resultaten worden uitgedrukt relatief ten opzichte 
van een !.itandaard (S), in dit geval 0X=DNA preparaat 3 .. 

Als voorbeeld is een experiment weergegeven waarbij ~X-DNA 
monsters gedeeltelijk geïnactiveerd werden door verwarming bij. 
98,2°C, gedurende de aangegeven tijd (van 0 tot 67 mino ; _dit is 
hetzelfde experiment als beschreven in de legende van figuur 24)o 

De biologische inactivatie wordt berekend op basis van de 
horizontale verschuiving dezer verdunningscurveno 
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2o D E A C T I E V A N E X 0 N U C L E A S E N 

=================================================· 
0 P ~ X = D N Ao 

-------~-----------~--------------

2o0o E X P E R I M E N T E N MET ESCHERI-

C H I A C 0 L I F 0 S F 0 D I E S T E R A S Eo 

2o0o0o DIRECTE PROEVENo 

E. coli fosfodiësterase is specifiek voor enkelstrengig 
DNA, en aangezien ~X=DNA juist een enkelstrengige structuur be• 
zit mag men verwachten dat dit een goed substraat zou zijno Bij 
incubatie van ~X-DNA met het enzyme werden inderdaad nucleoti~ 
den vrijgesteld (Figo 6)o In een eerste reeks proeven, waarbij 
maximaal 6,9 %~-DNA gehydrolyseerd was, bleek evenwel geen be~ 
takenisvolle biologische lnactivatle op te treden (door hydro
lyse wordt steeds verstaan omzetting tot mononucleotiden)o Dit -
is een merkwaardig resultaat, aangezien 6,9 % hydrolyse overeen
stemt met een gemiddeld verlies van 378 nucleotiden per keten 
en het is moeilijk indenkbaar dat een klein virus zoveel infor= 
matie kan verliezen zonder ernstig gevolgo 

Er weze hier terloops gewezen op de technische moeilijk= 
heid om de enzymatische reactie stop te zetten teneinde de 're
siduele infectiviteit en het ultracentrifugatie gedrag te kun= 
nen bepalen 9 zonder dat biologische inactivatie of degradatie 
optreedto Dit probleem werd opgelost door het toevoegen van na
triumfosfaatbuffer pH 7,0 en EDTA pH 7,0 tot een eindconcentra
tie van respectievelijk 0,1 Men 0,002 Ma Zowel de ~~ditie van 
fosfaa.A; (pH-daling) als van EDTA (complexer.fHVan Mg ) inhibeer
de de enzymatische reactie voor meer dan 99. %o Na toevoegen 
van de combinatie kon geen Eo col1 fosfodiésterase activiteit 
meer aangetoond wordene De fosfaat- EDTA oplossing heeft geen 
invloed op de biologische activiteitsbepaling of op het analy
tisch centrifugatiebeeldo 

Door incubatie van ~X-DNA (preparaat 1) met Eo coli fosfo
diësterase gedurende 24 uur was het mogelijk een monster tot 
34,0 % te hydrolysereno De biologische activiteit bleek nage
noeg onveranderd te zijn, terwijl ook de s=waarde van de homo~ 
gene component, en bijgevolg het moleculair gewicht, ongewijzigd 
bleef (zie ook Tabel 2)o De bepalingsmetbode van de infectivi
teit was op dat ogenblik nog niet nauwkeurig genoeg om een 
34fio % inactivatie met zekerheid te kunnen uitsluiten, maar de 
da ng was alleszins niet grotero 

Deze resultaten betekenen dat sommige ketens niet werden 
aangetast (constant gebleven moleculair gewicht), terwijl an= 
dere nagenoeg volledig werden gehydrolyseerdo (De bepaling van 
de biologische activiteit was niet nauwkeurig genoeg om te kun
nen besluiten dat infectleve ketens werden gehydrolyseerd)o 
Terloops kan hier ook gewezen worden op de zuiverheid van het 
gebruikte E. coli fosfodiësterase preparaat ~ 34,0 % hydrolyse 
komt overeen met een gemiddelde van 1870 nucleotiden verwijderd 
per ketena Indien slechts één enkele endonuclease-"hit" had 
plaats gegrepen zou deze zowel door de biologische activiteits
bepaling als door de analytische ultracentrifugatie gemakkelijk 
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Figuur 6 ~ De hydrolyse van een ~X=DNA monster door de E ~ coli 
rosfodiësteraseo 

Het reactiem~ngsel (1 ml), bevattende 246 ~ ~X=DNA (preparaat 
gemerkt met j2p; zie sectie loOoOo), 0,066 M glycinebuffer 
pH 9,5, o,oo1 M MgCl , 0 1 M NaCl en 31 Al Eo coli fos~odiës= 
terase, werd bij 37oê gefncubeerdo MOnsters werden :genomen voor 
de bepaling van de vrijgestelde mononucleotiden (uitgedrukt -
hetzij als "counts" per min, hetzij als percent :hydrolyse)o 
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opgespoord geworden zijno Bijgevolg bedraagt de verhouding exo
tot endeactiviteit minstens 1870o 

Twee verklaringen zijn mogelijk voor de waargenomen actie 
van de Eo coli fosfodiesterase op ~X=DNA ; 
Hypothese 1 : Het enzyme bindt zich op de DNA-keten, en vormt 
een ondissociëerbaar enzyma- substraat complexo MOnonucleotiden 
worden stapsgewijze in vrijheid gesteld doordat het enzyme langs 
de keten glijdt (ritssluiting=mechanisme)o 
Hypothese 2 : Het ~-DNA preparaat is heterogeen ; sommige ke= 
tens kunnen worden afgebroken terwijl andere resistent zijn, 
waarschijnlijk wegens de afwezigheid van een vrij C' 3=0H eindeo 

Hypothese 1 kan kinetisch geanalyseerd wordene Aangezien de 
hydrolyse in fUnctie van de tijd (Figo 6 en analoge experimenten) 9 
start met een maximale snelheid, mag men besluiten dat de vor- · 
ming van het enzyme- substraat complex een zeer snelle reactie is 
(volledig in 2 mino of minder) en bijgevolg in deze proeven geen 
beperkende factor kan zijno Indien nu aan een constante hoeveel
heid substraat een stijgende hoeveelheid enzyme wordt toegevoegd 
verwacht men een rechtlijnige verhoging van de hydrolysesnelheid, 
tot al het substraat door enzyme gebonden is (equivalentie punt)o 
Verdere vermeerdering van de enzymeconcentratie beïnvloedt de 
hydrolyse-snelheid niet meer (REINER, 1959)a In andere_ woorden 
een dergelijk reactiemechanisme is volledig i•dentiek met een 
gewone titratiecurvea In het geval van macromoleculen is het nu 
niet alleen mogelijk om substraat met enzyme uit te titreren, 
maar ook enzyme met substraata 

In figa 7 a en b zijn dergelijke experimenten voorgesteldo 
De hydrolyse blijkt niet evenredig te verhogen met respectieve= 
lijk een stijgende substraat- en enzymeconcentratie, en een scherp 
maximum wordt evenmin waargenemeno Integendeel, de resultaten 
zijn zoals verwacht voor een gewone enzymatische reactie!. waar= 
bij het enzyme-substraat complex in kinetisch evenwicht s met
vrij enzyme en vrij substraata (Een alternatief reactiemechanis
me is in principe mogelijk namelijk dat de vorming van het on= 
omkeerbaar enzyme-substraat complex traag zou verlopen in ver
gelijking met de tijd nodig voor hydrolyse van de volledige keten 
Maar zel:fs in dit geval blij :ft de hydrolysesnelheid re.chtstreeks 
evenredig met de enzyme - en de substraatconcentratie , hetgeen 
evenmin met de experimentele resultaten overeenstemt~ Dit me
chanisme is eveneens in tegenstrijd met de experir:1enten van LEH · 
MAN, 1~960, over de hydrolyse van DNA, gemerkt met een eindstan-
dig c-nucleotide) 0 . 

De onjuistheid van hypothese 1 kon nog op een tweede manier 
aangetoond wordeno In het geval van een ondissociëerbaar enzyma
substraat complex wordt bij een stijgende concentratie enzyme 
een grotere fractie der ketens aldus gebondeno Deze fractie kan 
bepaald worden door de snelheid van hydrolyse, welke evenredig 
is met de concentratie enzyme =substraat complex, te vergelijken 
met de maximale snelheid V , bekomen indien alle ketens aan een 
exonuclease molecule zoude~ gebonden zijno Deze V wordt bere- . 
kend door de reciproke hydrolysesnelheid uit te z~tten tegenover 
de reciproke enzymeconcentratie, en extrapolatie tot zero van 
deze laatste (de bewerking is analoog aan de normale Lineweaver 
Burk methode voor de bepaling van VM, uitgenomen voor de ver
vanging van substraatconcentratie door enzymeconcentratie)o 
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Figuur 7 : a. De hydrolyse in functie van de concentratie ~X-DNAo 
Het reactiemengsel (200 ~l) bevatte o,o66 M glycineburfer pH 9,5, 
0,001 M MgCl , o,l M NaCl, 12,5 ~1 Eo coli fosfodiësterase en 
~-DNA (prep~raat 1) zoals aangegeveno De incubatie bij 300C duur= 
de 90 min .. 

b. De hydrolyse van ~-DNA in functie van de concentratie 
enzyme" 
Het reactiemengsel (200 ~1) bevatte o,o66 M glycinebuffer pH 9,~, 
o,ool M MgC12 , 0,05 M Nacl, 28 ~g ~-DNA (preparaat 1) en Eo coli 
fosfodiësterase zoals aangegeveno De incubatie werd uitgevoerd bij 
30°Co 
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Tabel 2 : Incubatie van R1X'-DNA met stijgende concentraties E. coli .. 
ros.fodiesteraseo 

Het reactiemengsel bevatte 56,8 ~g ~X-DNA (preparaat 1), 66 mM 
glycinebu.f:fer pH 9,5, 1 mM MgCl , 30 mM NaCl _en Eo coli .fosfodi= 
esterase zoals aangegeven, in e€n totaal volume van 400 ~o Na 
90 mino incubatie bij 30°C werd het percent hydrolyse bepaald 
op een 200 ~ staal terwijl de rest, na toevoeging van fosfaat= 
bu.f:fer pH 7,0 en EDTA, diende voor de ultracentrifugatie en de 
in.fectiviteit analyseo 

Enzyme toe.., Hydrolyse E:nzyme- Homogeen component Infecti-
~evoegd substraat viteit 

% 
~omplex I % yJ. % (x) 820 

I 
l 
l 
~ 

0 0 0 20,4 I 74 +++ 

3,3 5,5 16,1 20,3 l 77 +++ 

10 8,7 25,4 21,1 I 
77 +++ t 

4o 16,1 46,9 20,6 t 72 +++ l 

100 22,0 64,0 20,3 I 72 - +++ 

(x) Percent der ~X-DNA ketens betrokken in een hypothetisch, on
omkeerbaar enzyme=substraat complex (zie tekst)o 

De resultaten van een dergelijk experiment zijn samengevat 
in tabel 2o Bij een stijgende verhouding enzyme tot substraat 
werd een grotere fractie dezer laatste in een complex betrokken 
Maar zelfs indien 64,0 % van de ~X=DNA ketens aldus aan een exo= 
nuclease gebonden waren, en reeds 22 % der ketens gehydrolyseerd 
was, trad toch geen daling op van de infectiviteito Bovendien 
bleef bij ultracentrifugatie de s-waarde onveranderd, welke in 
het gebruikte oplosmiddel ongeveer 20,5 bedroego De analytische 
centrifugatiebeelden toonden aan dat dit ~X-DNA preparaat onge~ 
veer 70 tot 75 %van een homogene component bevatte, terWijl de 
rest trager migrerend materiaal was met een distributie van . 
S-waarden, en waarschijnlijk degradatieprodukten uitmaaktea De 
relatieve hoeveelheid homogene component bleek weinig te veran= 
deren bij stijgende hydrolyseo De nagenoeg ongewijzigde fractie 
DNA-ketens met onveranderd moleculair gewicht is niet in over
eenstemming te brengen met hypothese 1, volgens dewelke bij de 
hoogste enzymeconcentratie 64 % der ketens voor 34 % (22 ·% x 
64/100) zouden gehydrolyseerd zijno ~-

In tegenstelling kon de juistheid van hypothese 2 door di
recte methoden · bewezen worden, dank zij het te·r beschikking komen 
van een beter R1X-DNA preparaat (in de betekenis van een hogere 
speci:fieke biologische activiteit)o De hydrolysesnelheid van dit 
preparaat bleek tamelijk abrupt tot een nagenoeg verwaarloosàare 
waarde te dalen, nadat slechts 16 % tot mononucleotiden was om
gezet (Figo 8)~ Dit was te wijten aan een heterogeniteit van de 
DNA-ketens i 16 % van het materiaal kon omgezet worden, terwijl 
het enzyme de rest niet aantastte, waarschijnlijk omdat een 
C'3- 0H eindgroep ontbrako Immers de hydrolyse stopte niet omdat 
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Figuur 8 : De behandeling van ~X=DNA met E o coli ~osfodiesteraseo 
Het reactiemengsel, bevattende 150 )1-g .0X=DNA {preparaat .3 ) per 
ml, o,o66 M glycinebuf~er pH 9,5, o ,oo1 M MgCl , o , ol4 M NaCl 
en 70 ~1 Eo coli ~osfodiësterase per ml , werd ~eïncubeerd bij 
30°Co Monsters van 100 ~1 werd~L genomen voor de bepaling van 
het percent hydrolyse, èn van 10 yl voor het meten van de over= 
blijvende, biologische activiteit (uitgedrukt als percent van 
een niet-geinoubeerde standaard)o Het controle-reactiemengsel 
bevatte geen enzymeo 
o- o percent hYdrolyse (zuur- oplosbare nucleotiden) o 
x- x percent biologische activiteit (versus de standaard)o 
6 ---A percent biologische activiteit in de controle (versus 

de standaard)o 



de exonuclease geïnactiveerd of geïnhibeerd was, want het toevoe= 
gen van vers enzyme bracht geen wijziging, terwijl de additie van 
nieuw substraat terug tot eenzelfde percent hydrolyse leidde (zie 
ook sectie 6olo0o ) o 

De 1nfectiviteit bleek niet te dalen door incubatie met de 
E. coli fosfodiësterase (Fig o 8)o In feite waren de r esultaten 
van de monsters met enzyme zelfs lichtjes hoger dan deze der con
trolaso Het is bijgevolg waarschijnlijk dat de 16 ~ hydrolyse al~ 
leen te wijten was aan de afbraak van inactieve DNA-ketens, ' ter~ 
wijl de infectleve ~X-DNA moleculen door deze exonuclease niet 
konden aangetast worden . Het experiment bevestigt tevens dat dit 
enzyme preparaat volledig vrij was van endonuclease=activiteito 

Het uitvoeren van ditzelfde experiment bij 37°C in plaats 
van 30°C had weinig invloed op de fractie hydrol~seerbaar ma= 
teriaal (na 8 uur respectievelijk 18,~ %en 16,1 %)~-

2 .0olo PROEVEN NA VOORBEHANDELING METPANCREAS DESOXY

RIBONUCLEASEo 

De resistentie van de infectieve ~X-DNA ketens tegenover 
afbraak door de Eo coli exonuclease kon te wijten zijn ofwel 
aan een speciale structuur van dit DNA, ofwel aan de afwezigheid 
van een C1 - OH terminuso SINSHEIMER (1959 b) vond evenwel geen 
afwijkende3samenstelling en het ~X-DNA kon normaal worden afge
broken tot mononucleot!den door incubatie met desoxyribonuclease 
en slangengift fosfodiesteraseo Nu is de Eo coli exonuclease op 
dit gebied zelfs minder beperkend dan voornoemde fosfodiësterase, 
want het Teven=bacteriofagen DNA, hetwelk geglucosyleerd 5-hy= 
droxymethylcytosine bevat, kan door de Eo coli exonuclease af"" 
gebroken worden, maar niet door het slangengift enzyme (LEHMAN 
en PRATT, 1960 ) o Ook kan van sommige ~X-DNA preparaten een aan= 
zienlijk gedeelte door de Eo coli fosfodiësterase gehydroly
seerd worden (wij vonden soms meer dan 30 %, terwijl LEHMAN, 
1960, zelfs 40 % bekwam)o 

Bijgevolg bestaan er grondige redenen om te vermoeden dat 
infectief ~X-DNA niet intrinsiek resistent is, maar alleen een 
geschikt ketenuiteinde ontbeertoDe susceptibele C7

3
-oH terminus 

blijkt wel voor te komen in de degradatieproduktene 

Deze uitleg kon experimenteel getest wordeno Pancreas des~ 
oxyribonuclease immers breekt DNA-ketens met vorming van C' -OH 
eindgroepen (sectie lo0.3o4o)o Indien ~X-DNA vooraf gedurenJe 
een korte tijd met dit pancreas enzyme geïncubeerd werd, zodat 
slechts enkele kettingbreuken optraden per keten (dit aantal is 
microbiologisch te bepalen~ zie sectie lolo3olo2o), werd hier= 
door onmiddellijk het grootste deel van het ~X-DNA preparaat 
hydrolyseerbaar door de exonuclease (Figo 9)o 

Wij mogen bijgevolg besluiten dat de infectleve ~X-DNA mo
leculen niet door de Eo col1 fo~fodiësterase worden afgebroken, 
omdat z.ij geen normale C' - OH elndgroep bezitteno Merken wij _ 
terloops op dat TMV- RNAl Äet enige viraal nuclernezuur dat gron
dig werd onderzocht, we eindigt op een C'

3
-oH terminus (SUGI- · 

YAMA en FRAENKEL-GONRAT, 1961) o 
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Figuur. _9 ~ In'!'rloe.d ~ra.n de vctOr~ah.snde~tng met p-aiï.cres.s de :··:oAyr.t=. 
oom:v.::le.ase op de b.ydrc,J.yseer-baa.rne·id d:")l)r de: s" J(!·o]l 
fcsf'c.di.ëgter~.se o 

Ret rea~tlemengsel (200 ~1), bevattende 95 ~ itt=DNA (preparaat 1) 
o ,ool-5 M Tris-buffer pH 7,5, o ,oo5 M MgCl?, o ,1 M Nacl, o ,oo5 % 
rundsplasma albumine en 8 m ~g pancreas desoxyribonuclease, werd 
gedürende 10 mino (1,9 11hits\1 ) o:f 100 mino (5,9 "hitstt) geprein= 
cubeerd bij 37CCo De controle werd op dezelfde wijze behandeld 
in a:fWezigheid van enzyme (0 "hits")o De voorbehandeling werd 
beëindigd door toevoeging van 150 P·l 0 ,2 M glycine buffer pH 9, 8 o 

Na het nemen van een 10 ~1 monster voor de bepaling van de resi= 
duele infecti vi te i t (aantal "hits")., werd de reactie ge start door 
hit toevoegen van 50 ~1 Eo coli fos:fodiësteraseo Incubatie was 
bij 30°Ca Het percen~ hydrolyse werd bepaald op 100 fl monsterso 

~ -~--~--~ 
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2 .. 0 o2o PROEVEN NA VOORBEHANDELING MET FOSFOMONOES ... 

TERASE o 

Het is mogelijk dat 0X-DNA eindigt op een C' =fosfaat func= 
tie (alhoewel de polynucleotiden, enzymatisch gestnthetiseerd 
uitgaande van energierijke 5'=mononucleotiden, steeds eindigen 
op een vrije C' =OH terminus)o In dit geval zou het in principe 
moeten mogelijk3zijn om deze fosfomonoester~groep te verwijde
ren inet behulp van een fosfataseo Dit kan al of niet gepaard 
gaan met verlies van biologische activiteito 

Na preincubatie van 0X=DNA met een gedeeltelijk gezuiverde 
bacteriële, alkalische fosf'omonoësterase (sectie lo0o3o5o) werd 
inderdaad een verlies van biologische activiteit en een verhoging 
van hydrolyseerbaarheid door de Eo coli exonuclease vastgesteld 
(Figo 10, curve A)o Dit effect was evenwel te wijten aan een con= 
taminerende endonuclease activiteito Immers~ indien ongeveer de= 
zelfde hoeveelheid fosfatase toegevoegd werd, maar nu na chroma= 
tografische zuivering, bleek het verlies in biologische activi
teit slechts 42 % te bedragen, terwijl de hydrolyseerbaarheid ver
hoogde van 25 1% tot 37,0 % {Figo 10, curvenBen C)o De resi= 
duële endonuclease-activiteit welke nog in het laatst vermeld 
fo .sfatase preparaat voork:wam, kon bovendien rechtstreeks aange
toond worden door analytische ultracentrifugatie (zie sectie 
4o3o0o)o 

Wij mogen dus besluiten dat ~X-DNA niet door een fosfatase 
tot een substraat voor de Eo coli exonuclease kan omgezet wor
den, en bijgevolg dat het niet eindigt op een C' -fosfaat rune= 
tieo Wel kan de opwerping gemaakt worden dat dezJ fosf'omonoëste 
t ase misschien niet actief' is op zo lange ketens als nucleïne~ 
zureno Dit is echter weinig waarschijnlijko Immers de studies 
van TORRIANI (1960) GAREN EN LEVINTHAL (1960), en vooral HEP= 
PEL en medewerkers ~1962) hebben aangetoond dat de V - enK -
waarden, twee parameters welke de enzymatische react~esnelhMid 
bepalen, opmerkens~aardig constant zijn voor alle g~teste fos= 
fomonoesterso Dit betekent dat het enzyme alleen spëcitiek is -
~oor Het fOsfomonoëster-gedeelte, en niet beïnvloed woret door 
de natuur van de veresterde alcoholo Ook dient opgemerkt te wor
den dat het reactiemengsel beschreven in de legende van figuur 
10 een enorme overmaat fosfatase bevatte, zodat zelfs een traag 
reageragde groep volledig zou moeten gehydrolyseerd zijn (er is 
7 x 10-~ ~mo1e ~X-DNA aanwezig en genoeg enzyme om 790 1mole 
substraat om te zetten) o Tenslottie werd bacteriële, ·alKalische , 
fosfatase met succes toegepast om de terminale C'h-f'osfaatfunc~ 
tie te verwijderen van aminozuur transfer-RNA, hetwelk nochtans 
een stevige secondaire structuur bezit (HARKNESS en HILMOE, 1962 ; · 
FIERS en KHORANA, 1963)o 

2olo E X P E R I M E N T E N MET KALFS-

MI L T F 0 S F 0 D I E S T E R A S Eo 

2olo0o DIRECTE PROEVENo 

Aangezien de hypothetische C' ~OH terminus resistent bleek 
tegenove~ qegradatle met exonuclea~en, hebben wij gepoogd of het 
andere ui te inde van de keten, namelijk de C' J:l'~·OH terminus mis
schien niet selectief zou kunnen afgebroken wordene Een enzyme 
dat specifiek is voor het C' 5~oH uiteinde is de kalf'smilt fos
fodiësterase (sectie la0o3•3o)o 
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Figuur 10 : Invloed van de voorbehandeling met fosfatase op de 
hydrolyseerbaarheid door de E o coli fosfodiësteraseo . 

Het reactiemengsel (600 ~1), bevattende 120 ~g ~X~DNA (preparaat 
4), 0,066 M glycinebuffer pH 9,5, 0,0035 M MgCl , 0,05 M NaCl 
en bacteriële, alkalische fosfatase, werd gedur~nde 24 uur ge
prerncubeerd bij 370C o Hierop werd 100 t-1 o,o8 !1 K2HP04 (inhibi
tie van de fosfatase) en 100 ~1 Eo coli fosfodiesterase toege= 

. voegd, en verder geïncubeerd bij 300C c Het percent hydrolyse 
werd bepaald op 100 11 monsters & 
a- c 3i3 x 104 eenheden gedeeltelijk gezuiverde fosfatase 

( 2 % re~iduele, biologische activiteit)o . 
A --A 4,5 x 10 eenheden chromatografisch gezuiverde fosfatase 

(bO % restiuele, biologische activiteit)o 
x - x controle (geen fosfatase ) o 
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Bij incubatie van ~X-DNA met deze exonuclease bleek inder
daad niet alleen een hydrolyse op te treden, maar ook een daling 
van de biologische · activiteit (Figo 11~ experiment l)o Dit ver= 
lies van infectiviteit verliep slechts traag, en was nagenoeg een 
exponentiële reactie~ Experimenteel kwam in het voorgestelde ex
periment een inactivatie van 50 % overeen met het gemiddeld ver
lies van 347 nucleotiden per keteno In de veronderstelling dat 
de daling van biologische activiteit alleen te wijten was aan de 
exonucleolytische reactie, zou men moeten besluiten dat de eerste 
3~7 nucleotiden overbodig zijn, terwijl vanaf het nucleotide 348 
een essentieel gedeelte beginto 50 % der ketens zouden 347 nucle
otiden of minder verloren hebben en biologische actief zijn en 
de overige 50 % zouden van 348 of meer nucleotiden geamputeerd 
zijn en hierdoor het vermogen tot inSectie verloren hebbene 
Steeds op basis van deze veronderstelling kan men nu berekenen 
welke fractie der ketens 348 of meer nucleotiden verloren heeft 
bij verder gaande hydrolyse· (Deze berekening is gesteund op de 
algemene Poisson-vergelijking 

-m mk 
P(m, k) = e kT 

waarin p = fractie der ketens bepaald door m en k 
m ::: gemiddeld aantal "hits" 
k = reeks onder beschouwing, bijvoorbeeld ketens welke 

348 nucleotiden ontbrekeno 
(Eenvoudigheidshalve wordt ki = e=k kk (2\fk)l/2 gesteld)o 
Uit deze berekende .functie (Fig o 11~ stippellijn) blijkt dat 
bij verdere exonuclease-werking de biologische activiteit dras~ 
tisch zou dalen (Dit volgt uit het feit dat na het statistisch 
verwijderen van gemiddeld 300 tot 400 nucleotiden' de verdeling 
van de verschillende ketenlengten toch nog zeer eng is) o De ex
perimentele resultaten waren evenwel helemaal niet in overeen
stemming met de berekende curve (Figo 11), en bijgevolg diskwa
lificeren zij de veronderstelling dat de biologische inactiva 
t lé . te wijten is aan exonuclease werkingo Zo werd bijvoorbeeld 
in een monster dat voor 48 % gehydrolyseerd was, toch nog l,4 % 
van de originele biologische activiteit teruggevonden 1 

Een meer waarschijnlijke verklaring voor deze experimentele 
resultaten is dat het kalfsmilt-preparaat een geringe, contàmi= 
nerende endonuclease-activiteit bevat1 welke verantwoordelijk was 
voor de biologische inactivátieo De nucleotiden welke door de 
exonuclease werden vrijgesteld, zouden dan alleen voortkomen 
van degradatieprodukten, en niet van intacte, biologisch ac"'" 
tieve ~X-DNA ketenso Op .te merken valt dat een zeer gevoelige 
methodel zoals de infectiviteit van viraal nucleïnezuur, nodig 
is om éen endo-"hit" op te sporen in aanwezigheid van meer dan 
300 exo-"hits 11 o 

Het voorkomen van deze endonuclease "hits 11 kon ook direct 
aangetoond worden door analytische ultracentrifugatie. Indien 
het aantal kettingbreuken m gering is, kan het bepaald worden 
op basis van de daling in de absolute hoeveelheid van de homo= 
gene component (Tabel 3, experiment 1)., Bij meer gevorderde hy= 
drolyse is het mogelijk een schatting van m te bekomen op basis 
van de mediaan s20-waardeo Immers 
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Figuur 11 : Invloed van kalfsmilt fosfodiesterase op ~X-DNAo 
Het percent overblljvende, biologische activiteit is uitgezet 
tegenover het gemiddeld aantal nucleotiden verwijderd per mole~ 
cule (een ketenlengte van 5°500 nucleotiden wordt verondersteld)o 
Residuele infectiviteit werd bepaald op 10 ~1 monsters, en hydro
lysegraad op 100 t-t-1 monsters. De incubatie geschiedde bij 370C o 
Experiment 1 (o-o) : Het reactiemengsel (500 ~tl) bevatte 69 )1-8 
t6X-DNA (preparaat 5), 0,033 M natriumsuccinaatöuffer pH 6,5, 
3,3 x 10~ M EDTA~ 0,02 M NaCl, 0,03 % gelatine en o,b eenheden 
kalfsmilt fosfodiesteraseo 
Experiment 2 (x- x) ; Invloed van de voorbehandeling met fosfatase o 
Het reactiemengsel (300 __ ~1), bevatte~e 100 ~g t6X-DNA (preparaat 5) 
o,oo5 M glycinebuffer ~ 91?, 5 x 10- MgC12 , 0,05 M NaCl en 4,5 x 
10~ eenheden bacteriële, alkalische fosfata~e, werd gedurende 24 uur 
bij 370C geprerncubeerd (46 %overblijvende, biologische activiteit)o 
Hierop werd verdund tot 600~1 door toevoeging van natriumsucci
naatbuffer pH 6,5 (eindconcèntratie 0 033 M) 9 EDTA (eindconcentra
tie 0 . .,;005 M) en 0,4 eenheden kal:fsmilt f9.sfodiësterase o De contl'IOle 
bevatte wel fosfatase, maar geen fostodiesteraseo 
----- : Theoretische fUnctie voor de inactivatie· Men veronderstelt 
dat verlies van biologische activiteit alleen te wijten is aan axo- · 
nuclease-activiteit en dat vanaf de C~~-OH terminus de eerste 347 
nucleotiden overbodig zijno Verwijder1Dg van het 348Ste nucleotide 
is evenwel letaalo (De tweede veronderstelling heeft tot doel de 
experimentele - erperiment 1 - en de theo"'t"f.~~hP w::u:~-rrlA Vnn,_ ~~ 

5o ~ inactivatie te laten samenvallen)? 

I 

I 



waarin~ variëert van 0,35 voor een relatief stijf staafje, tot 
0,50 voor een statistisch kluweno 

Bijgevolg is 
820

' 
0 

= ~ = m s20 , t Mt 

waarin S , o en S , t , Mb en Mt respectievelijk de sedimenta= 
tieconst~Hte en het0gemiddeld moleculair gewicht zijn zonder en 
met incubatie in aanwezigheid van exonucleaseo 

Tabel 3 : De actie van kalfsmilt fosfodiësterase op de biolo= 
gische activiteit en het sedimentatiebeeld van ~X=DNAo 

De reacties werden uitgevoerd zoals beschreven in experiment 
1 van figuur lla Enerzijds diende een 100 ~1 staal voor de bepa
ling van het percent hydrolyse , terwijl anderzijds aan een 200 ~ 
staal 300 

1
&.tl 0,1 M K HPQ4 toegevoegd werd (de pH-verhoging stopt ~ 

de exonuclease ~actie, . Láatst genoemde oplossing diende voor de 
bepaling van de infectiviteit en de analytische ultracentriruga~ 
tie, eventueel na behandeling met formaldehyde zoals beschreven 
in sectie 4aOa (experimenten 3 en 4)o 

Hydrolyse J Biolo acta I Ultracentrirugatie 
Experiment % "Hits "/mol I 820 "Hi ts"/mol 

I 

1 (controle) I - 21,5 -
o,11 o,1 22,5 o,1 

2 (controle) = 21,9 = 
' 

4,2 = 7,7 a,b t~a ,1 4,3 20,7 

3 (controle) 12,1 c 
= -

13,8 1,4 9,5 1,6 = 2,0 a 

4 (controle) 12,1 c - -
25,9 2,6 8,9 1,8 - 2,4 a 

a Berekening gesteund op een ~=waarde van respectievelijk 0,50 
en 0,35 (zie tekst)o 

b Gecorrigeerd voor het feit dat de eerste 11hit 11 tot geen dali!{!; 
van het moleculair gewicht leidt (sectie 4o2o)o 

c Sedimentatieconstante van de s2~component (sectie 4oOo)o 

De resultaten, vermeld in tabel 3, tonen aan dat het aan= 
tal letale "hits" per molecule, berekend op basis van de over
blijvende biologische activiteit , in goede overeenstemming was 
met het aantal kettingbreuken gevonden door analytische ultrac~ 
centrifugatieo Bijgevolg inactiveerde een kalfsmilt fosfodiës
terase preparaat ~X-DNA niet door verwijdering van eindstandige 
mononucleotiden, maar alleen door een cantaminerende endonuclease 
activiteito Wij mogen dus besluiten dat de hypothetische C' 5-oH 
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eindgroep even resistent is tegenover exonuclease als de hypo= 
thetische C'~-OH terminuso De mononucleotiden, weli{e werden vrij= 
gesteld, zijn alleen afkomstig van degradatieprodukten, gevormd 
door de endonucleaseo 

Inderdaad, met een zeer homogeen ~X-DNA preparaat bleek er 
gedurende het eerste uur van incubatie praktisch geen hydrolyse 
op te treden (Figo l2)o Ondertussen echter had de endonuclease 
een zeker aantal brokstukken gevormd, welke dan wel door de 
exonuclease verder konden afgebroken wordeno Dit experiment 
toont bijgevolg nogrnaHls aan dat ~X=DNA geen vrije C' 5=0H ter= 
minus bezit o 

(Erweze hier terloops opgemerkt dat ieder 95X~DNA preparaat 
minstens 15 % tot 30 % degradatieprodul<ten bevattee Aangezien 
deze ten minste gedeeltelijk door de Ea coli fosfodiësterase kon
den afgebroken worden (sectie 2o0o0o), maar niet door het kalfs
milt enzyme, is het waa::-schijnlijk dat zij beginnen op een 
C' ~OH en eindigen op eGn CY~-fosfaato Deze structuur is in 
ov~reenstemming met deg~adat!e als gevolg van depurinatie (sec~ 
tie 3o4-o4o)o 

2ololo PROEVl~ NA VOORBEHANDELING MET FOSFOMONOES= 

~.SE a 

Een mogelijke ve1·klaring voor de resistentie van de hypo~ 
thetische C'~-OH termlnus tegenove~ een specifieke exonuclease, 
is het voork6men van ,,en fosfomonoêstergroepo Dit werd op ana= 
loge i.vijze onderzocht als beschreven voor het C' mOH einde in 
sectie 2o0o2o, namelij~ door voorbehandeling van3het ~X-DNA pre= 
paraat met bacteriële. alkalische fosfatase a De resultaten 
(Fig a 11, experiment 2) tonen evemv-el aan dat hierdoor geen 
verhoging optrad van de susceptibiliteit tegenover de kalfsmilt 
exonucleaseo IntegendeeJ de daling van de infectiviteit verliep 
zelfs langzamer dan in experiment 1,. i.vaarschijnlijk rregens de 
hogere EDTA=concentratie~ die de centaminerende endo9uclease 
remde! en ook omdat tijdons de preincubatie 5lt % ve.n~9JX=DNA ke
tens gebroken waren, waa::'door de kalfsmilt exonuclease relatief 
meer substraat ter beschiJ.•king had en sneller mononucleotiden 
ko.n vcrmeno 

Wij mogen bijgevolg b~~sluiten dat de resistentie van de 
C' r;-- OH eindgroep n:Let te w:i jten is aan verestering met een fos= 
faátgroepo 

2ol~2o pE ACTIE OP KALFSTHYMUS DNAo 

Op het ogenblik dat wij deze studies ondernorn~n hebben, was 
niets bekend over de werking van kalfsmilt fosfodiesterase op 
macromoleculair DNA o RILMOE (1960) vermeldt dat hij geen afbraak 
van DNA kon vaststelleno RAZZELL en KHORANA (1961) toonden daaren-· 
tegen de stricte exonuclease specificiteit aan met behulp van des= 
oxyoligonucleotiden gaande tot een ketenlengte van 4 eenheden, 
maar breidden deze studies niet uit tot natuurlijk voorkomende 
polydesoxynucleotideno Volgens VANECKO en LASKOVlSKI (1962) zou
den desoxynucleotideketens langer dan 50 eenheden niet kunnen 
afgebroken wordens Vooraleer de actie van het kalfsmilt enzyme 
op ~X-DNA te onderzoeken (reeds beschreven in secties 2alo0o en 
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Figuur 12 : Invloed van kalfsmilt fosfodiesterase op ~X-DNAo 

Het reactiemengsel (1 m1), bevattende 150 ~g ~X-DNA (prepa
raat 6), 0,033 M natriumsuccinaatbuffer pff 6,5, 0,005 M EDTA, 
0,035 M NaCl en 1 eenheid kalfsmilt fosfodiësterase, werd 
bij 37~ geincubeerdo 
x- x Biologische ina.ctivatie (uitgedrukt als "hits" per 

molecule, rechtse ordinaat) 9 bepaald op 10 ~1 monsterse 
o- o Percent hydrolyse (linkse ordinaat), bepaald op 100 p.l 

monsterso 



2olol.) was het bijgevolg gewenst vooraf een reeks controle proe= 
ven uit te voeren op een gewoon DNA, zoals dit bekomen uit kalfs= 
th.ymus o Aangezien deze experimenten enkele belangr~jke nieuwe g~ ~ 
gevens over de specificiteit van kalfsmilt fosfodiesterase opge~ 
leverd hebben, worden zij in deze sectie samengevato 

Onder geschikte voorwaarden kon gedenatureerd kalfsthynms 
DNA (ketenlengte ongeveer 5000 tot 10~000 nucleotiden) wel door 
het kalfsmilt enzyme worden afgebrokeno De hydrolyse was evenre= 
dig met de enzymeconcentratie tot ongeveer 25 % van het substraat 
was omgezet (Figo 13)o Hiertoe was wel, in vergelijking met de 
experimenten van RILMOE (1960) en RAZZELL en KHORANA (1961)~ een 
betrekkelijk grote hoeveelheid enzyme nodig o De experimenten met 
~X~DNA toonden daarenboven aan dat de activiteit hoofdzakelijk 
exonucleolytisch bleef, zodat de vastgestelde hydrolyse niet kan 
toegeschreven worden aan een cantaminerende activiteito 

Er werd evenwel vastgesteld dat onder gelijke voorwaarden 
de afbraak van kalfsthymus DNA merkelijk trager verliep dan van 
~X-DNA (Figo 14)o De cantaminerende endonuclease=activiteit van 
het fosfodiësterase preparaat in aanmerking nemend, is het on~ 
waarschijnlijk dat dit effect te wijten is aan een verschil in 
concentratie C'~=OH eindgroepeno Een meer aarmeernbare verklaring 
is dat de grotete graad van secondaire structuur aanwezig in · 
gedenatureerd kalfsth;}'--mus DNA (te wijten aan de interstrengige 
en intrastrengige basecomplementariteit = zie sectie Oolo) de 
activiteit van de kalfsmilt fosfodiësterase belemmerde o 

Tot eenzelf1le interpretatie leidden de proeven over de in= 
vloed van de iononconcentratie op de hydrolysesnelheid o RAZZELL 
en KHORANA (1961) stelden vast dat de enzymeactivit.ei t toenam bij 
stijgende succinaatconcentratie in het gebied 0 71 M tot 0,3 Mo 
Het effect door deze onderzoekers vastgesteld, was .zeker te wij ·= 
ten aan een intrinsieke eigenschap van het enzyme, aangezien een 
zeer eenvoudig substraat werd gebruikt, namelijk de p-nitrophe= 
nylester.van 3 1 -thj~dylzuuro Integendeel ? de resultaten, voor= 
gesteld ~n figuur 15, tonen aan dat de hydrolysesnelheid van ge= 
denatureerd kalfsthymus DNA sterk daalde bij succinaatconcentra~ 
ties hoger dan 0,033 Mo Deze schijnbare tegenstelling kan best 
verklaard \'lorden door aan te nemen dat de laatstgenoemde invloed 
van de buf:t'erconcentratie in feite berust op een wijziging van 
het macromoleculair substraato Het enzyme schijnt ketens te ver~ 
kiezen of te vereisen waarin geen secondaire base-interacties 
voorkomen (het verbreken van de waterstof=bindingen door verla= 
ging van de ionensterkte werd in sectie Oolo behandeld) o 

Tenslotte werd deze specificiteit bewezen in een direct 
experimento Natief kalfsthymus DNA werd tot verschillende graden 
gedenatureerd door verwarminga De bekomen fractie onomkeerbaar 
gedenatureE1rd DNA kan bepaald worden op basis van de extinctie= 
verhoging (zie sectie Ool en 3o2olo)o Anderzijds werd gemeten 
hoe snel ieder ,monster door het kalfsmilt enzyme kon gehydroly= 
seerd wordeno Het bleek dat kalfsth.ymus DNA, zoals verwacht, tot 
een statistisch kluwenstructuur overging door verwarming boven 
een kritische temperatuur (middenpunt bij 80°C)o Maar deze in 
een nauw temperatuurgebied plaats grijpende transitie bleek te= 
vens gepaard te gaan met de omzetting van een slecht tot een zeer 
goed substraat voor de exonucleaseo (De superpositie van de twee 
curven is niet volledig, waarschijnlijk omdat enerzijds een ge~ 
deelte van het DNA slechts bij veel hogere temperatuur gedenatu
reerd werd, en anderzijds het monster, verwarmd tot 83°C, ·reeds 
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Figuur 13 : De hydrolyse van gedenatureerd kalfsthymus- DNA in 
functie van de concentratie kalfsmilt fosfodiësterase 

Ieder reactiemengsel bevatte 33,3 ~g gedenatureerd ka~fsthymus
DNA, 0!033 M natriumsuccinaatbuffer pH 6,5, 3,3 x 10- M EDTA, 
3,3 x o-3 M NaCl en enzyme zoals aangegeven {uitgedrukt in 
eenheden), in een totaal volume van 200 fl~ Er werd 5 uur ge= 
incubeerd bij 37°Co 
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Figuur J.4 J Vergelijking tussen de hydrolyse van gedenatureerd .. 
kalfsthymus-DNA en van ~-DNA door kalfsmilt fosfodi~ 
esterase o 

Het reactiemengsel (600 ~1), bevattende 102 ~g DNA, 0,033 M na~ 
triumsuccinaatbuffer pH 6,2, o,oo5 M EDTA, 0,025 M NaCl en o t 
eenheden kalrsmilt fosfodiesterasei werd geïncubeerd bij 37°do 
De hydrolysegraad w~rd bepaald op 00 ~1 monsterso 
x- x gedenatureerd kalfsthymus DNA o 

e -e ~X-DNA o 
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Figuur 15 : De hydrolyse van gedenatureerd kalfsthymus-DNA in 
functie van de zoutconcentratieo 

Ieder reactiemengsel f200 ~1) bevatte 33,3 ~ gedenatureerd kalfs= 
thymus-DNA, 3,3 x lo-3 M NaCl 1 eenheid ka~fsmilt fosfodiësterase 
en natriumsuccinaatbuffer pH 6,5 + EDTA zoals aangegeven in de abs
ciso Er werd 6 uur gerncubeerd bij 370Co 
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genoeg gedenatureerd DNA bevatte om maximale enz~tische reactie 
toe te laten)o De geringe hydrolyse, namelijk 4,8 %,welke met 
het onverwarmd preparaat werd vastgesteld, kan eventueel te wij~ 
ten zijn aan een kleine hoeveelheid gedenatureerd materiaal (deze 
onzuiverheid werd eveneens opgespoord door reactie met formaldea· 
hyde ~zie sectie 3o2olo ) 9 ofwel aan de cantaminerende endonu= 
clease o 

Wij mogen bijgevolg besluiten dat kalfsmilt fosfodiësterase, 
juist zoals de Eo coli fosfodiësterase , specifiek is voor enkel= 
strengig DNAu Waarschijnlijk kan het evengoed als laatstgenoemd 
enzyme gebruikt worden 9m gedenatureerd DNA te doseren in aanwe~ 
zigheid van natief 9 dubbelstrengig DNA (LEHMAN, 1960 ; MARMUR en 
GROSSMAN ~ 1961 ; STOLLAR en GROSSMAN , 1962 ) o 
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Figuur 16 : De hydrolyse van kalfsthymus-DNA in functie van de 
denaturatieo 

Het DNA werd tot verschillende graden gedenatureerd door ver= . 
warming. Iedere oplossing, bevattende 666 ~g kalfsthymus~DNA/ml, 
0,001 M Tris-buffer pH 7,~ en 0,02 M NaCl, werd gedurende 10 mino 
bij de aangegeven temperatuur verwarmd in een waterbad, en dan 
snel gekoeld in ijswater. 
o- o Denaturatiegraad bepaald door spectrafotometrie o leder 

monster werd verdund 1/20 in dezelfde Tri~-NaCl oplossing, 
en men bepaalde de extinctie bij 26o mp.o net percent de ·~ 
naturatie wordt gegeven door : • 

Et - Eo 
x 100 

Emax-Eo 

waarin Et : extinctie bij temperatuur to 
E0 : extinctie van de niet=verwarmde controleo 
Emax : maximale extinctie (monster verwarmd tot 

l00°C)o 
x--- x Hydrolyseerbaarheid door kalfsmilt fosfodiësteraseo 

Ieder reactiemengsel (200 ftl), bevattende 33,3 flg behan
deld DNA, 0,017 M natriumsuccinaatbuffer pH o,5, 0,005 M 
EDTA, o,ol M NaCl en 1 eenheid kalfsmilt fosfodiësterase, 
werd gedurende 8 uur bij 37°C geincubeerdo Na precipita= 
tie van de polynucleotiden met verdund HCl04 werd de ex
tinctie (E) te wijten aan de vrijgestelde nucleotiden be~ 
paald ten opzichte van een blanco, welke op dezelfde wij
ze behandeld DNA bevatte, maar geen enzyme. Het percent 
hydrolyse van het niet-verwarmd monster bedroeg ~,8, en 
dit van het op 900C verwarmd preparaat 47,0o 
Het percent denaturatie, enzymatisch bepaald, wordt even
eens gegeven door : 

Et - Eo 
E x 100 

max-Eo 

waarin E 1 E0 en E dezelfde betekenis hebben als hoger 
vermeld t{als maximai werd het monster verwarmd bij 9Q°C 
aangenomen) o 
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3o0o A L G E M E N E I N L E I D I N. Go 

Een verKlaring voor de afwezigheid van een vrije C' 1 =0H 
en een C' ~oH eindgroep, is dat deze zouden betrokken zxjn in 
een geordánde secondaire structuur o Het is bijvoorbeeld moge"· 
lijk dat één·, of beide keten-uiteinden als een haarspeld zou= 
den omgeplooid z.ijn over een bepaalde lengte, en dat zij aldus 
in een korte aritiparallele dubbele schroeflijnstruetuur zou= 
den ingevroren zijn (Schema A) · 

Schema Ao 

ofwel kunnen beide ketenuiteinden aan elkaar gebonden zijn door 
vorming van een beperkte schroeflijn (Schema B) o 

Schema Bo 

Dergelijke structuren zouden resistent zijn teg·enover de 
geteste exonucleasen, aangezien zolrel de Eo coli fosfodiësterase 
(LEEMAN, 1960) als de kalfsmilt fosfodiësterase (sectie 2ololo ) 
een enkelstrengig DNA vereisen als substraato ltlel werd aange~, 
toond door SINSHEINER (1959 b) dat de structuur van ~X-DNA en= 
kelstrengig is (sectie Oa3o)a Zijn onaanvechtbaar besluit betrof 
evenwel de fysic·o..,chemische toestand van het ganse molecule~ en 
sluit niet uit dat een zeer beperkt gedeelte misschien wel een 
geordende microstructuur bezito Deze beschrijving is analoog 
met de structuur van verschillende globulaire eiwitten zoals 
myoglobine en pancreas ribonuclease, waarvan de primaire keten 
over slechts enkele, wel bepaalde gedeelten in een geordende 
of.,hellx betrokken is (PERU'l'Z, 1962 ;SCHERAGA, 1961 ; SCHERAGA , 
en RUPLEY, 1962)o 
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3.1o BE H A N D E L I N G ME T F 0 R MA = 
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De meest gebruikte methode voor het uitsmelten van een se~ 
condaire structuur is zeker verwarmingo Bij hogere temperaturen 
kunnen evenwel wijzigingen optreden in de primaire structuur 
(sectie 3o4o)o Een veel mildere, maar even efficiënte methode îs 
behandeling bij 20 of 37°C met zekere organische oplosmiddelen~ 
zoals farmamide (HELMKAMP en TS'O 1961 ; · MARMUR ·en TS'O, 1961 J o 
Zowel met chemische en fysische als met biologische methoden 
werd aangetoond dat normaal, dubbelstrengig DNA onder deze voor= 
waarden volledig gedenatureerd wordto · 

Een eerste praktische moeilijkheid bestond in de afzondering 
op microschaal van het behandelde ~=DNAo Precipitatie was niet 
aangewezen, wegens de geringe hoeveelheid materiaal , en verwij
dering van het farmamide door dialyse was eveneens uitgesloten, 
aangezien in een organisch oplosmiddel de ~-DNA ketens zelf ge= 
deel telijk door de dialysehuls di.ffunderen (SINSHEIMER , 1959 b) o 

. Tenslotte werd een oplossing gevonden door herhaalde extPactie 
met· isobutanolo 

De reactie werd als volgt uitgevoerd : 1 ml reactiemengsel, 
bevattende 105 ~g ~X-DNA (preparaat 3), 95 % (v/v ) farmamide 
(gedistilleerd bij 18 mm Hg-druk, en bewaard ·in het donker), 
50 mM NaCl en o,o5 mM Trisbui'.fer pH 7,5, werd gedurende 20 mino 
geïncubeerd bij 37°Co ~nder deze voorwaarden moet zelfs een sterk 
gebonden DNA-helix, zoals bijvoorbeeld een G-C polymeer , uit
smelten {Dro PoTS'O, persoonlijke mededeling)o Men koelde de op= 
lossing tot 0°C, . en voegde hieraan o,65 m1 0,2 M NaCl + 0,001 M 
Tris buffer pH 7,5 toeo De farmamide werd verwijderd door zes 
extractj_es met isobutanol, verzadigd met de laatstvermelde NaCl
Tris oplossingo Ieder isobutanol extract werd nagewassen met 
0,2 · m1 0,1 M NaCl oplossing, diè men tenslotte bij de originele 
waterige .fase voegde (de behandelingen zijn analoog als beschre = 
ven voor de fenole~tractie in sectie loOolo)o 80~2 %~X-DNA werd 
gerecupereerQ. in een totaal volume van o,6o mlo lJe residuele for
mamide bedroeg ongeveer 0,3 % (v/v) (berekend op basis van de 
extincties bij 260 m)L en bij 235 m)l. ; de verhouding van de ab= 
sorptie E26o m' /E23~ l'lll1.. was respectievelijk 2il5 en 0 , oo42 voor 
iJX-DNA in ,~ -' r hoger vermelde zoutop ossing en voor for= 
mamide )o · 

De controle ~-DNA o·plossing bevatte geen fermamide maar 
werd overigens op identieke wijze gerneubeerd en behandeld met 
isobutano~o De opbrengst aan Rtt-DNA bedroeg <}l+,o %o 

De specifieke biologische activiteit van de met farmamide 
behandelde '-X-DNA bleek 89 % te bedragen in vergelijking met het 
controle preparaat o (Merken wij evenwel op dat de specifieke bi
ologische activiteit van deze controle gedaald was tot 23,5 % van 
een standaard ~-DNA ; de na tuur van deze . inacti va tie , te wijten 
aan de isobutsnol extractie, wordt verder besproken in sectie 
lf-o3o0o}o 

Er werd eveneens nagegaan of de hypothetische C' -OH eind
groepen van ~X-DNA misschien door de denaturerende beÀandeling 
met farmamide werden vrijgesteld. De resultaten, samengevat in 
tabel lf.t tonen evenwel aan dat dit niet het geval was ; het met 
formamine behandelde preparaat werd niet sneller of niet meer 
afgebroken door de Eo coli fosfodiësterase dan het controle pre
paraato 
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Tabel ~ & Invloed van farmamide op de hydrolyseerbaarheid door 

Eo coli fosfodiësteraseo 

Een reactiemengsel, bevattende 62 )'tg ~X~DNA , al of niet behandeld 
met farmamide zoals beschreven in de tekst, 66 mM glycinebuffer 
pH 9,5, 1 mM MgCl , 80 mM NaCl en 37 ~ Eo coli :fosfodiësterase 
in 600 ~1 , werd ~e!ncubeerd bij 30°C, en het percent hydrolyse 
bepaald op 100 ~ allquotso 

Reactieduur %hydrolyse 
(uur) Controle 1 behandeld met 

' mide 
:forma= 

31~ 19,3 19,~ 
1 J/2 22,~ 21,8 

3 28,0 26,8 

7 31,~ 33,1 

Wij mogen bijgevolg besluiten dat ofwel een geordende se
condaire structuur niet nodig is voor de biologische activiteit,, 
en niet verantwoordelijk is voor de schijnbare af't-Tezigheid van 
de C' 1-0H terminus 7 ofwel dat deze beperkte, dubbele schroeflijn 
zich dadelijk spontaan terug vormt, na verwijdering van het gede
natureerd agenso De afwezigheid of omkeerbaarheld van een geor
dende secondaire structuur volgt eveneens uit experimenten , waar~ 
bij ~-DNA gedenatureerd werd met alkali in plaats van met for= · 
mamide (sectie ~oloOe)o 

3o2o B E H A N D E L I N G 

DE H Y DEo 

MET FORMAL= 

3o2o0o DE ACTIE VAN FORMALDEHYDE OP NUCLEINEZURENo 

Formaldehyde is sinds lang bekend als een reagens voor ei-· 
witten en virussen, alhoewel de juiste werkwijze niet volledig 
begrepen wordt a FRAENKEL-CONRAT (19~ ) was de eerste om de re
actie op nucleinezuren te onderzoekeno Onder :fysiologische voor
waarden en in aanwezigheid van 1 tot 2 % formaldehyde vond hij 
met TMV -RNA een 30 % stijging van de chromici tei t bij 260 mp.. 
en een verschuiving van 3 tot 5 m~. naar een langere golflengte a 

De reactie was blijkbaar omkeerbaáro Na verwijdering van de 
:formaldehyde door dialyse kon evenwel geen biologisch actief 
RNA teruggevonden worden (STAEHELIN, 1958)o Het hyperchroom ef= 
fect, te wijten aan de reactie met formaldehyde , ligt eigenlijk 
in de lijn der verwachtingeno Immers de hypochromiciteit van de 
nucleïnezuren (lagere extinctie van het nucleïnezuur in verge
lijking met de som van de samenstellende nucleotiden) is groten
deels te wijten aan de base-interactie, welke gestabiliseerd 
wordt door H-bindingen (HALL en DOTY, 1959; STEINER en BEERS, 
1961 • HASELKORN en DOTY, 1961 ; zie sectie Oolo)o Aangezien 
formaldehyde gemakkelijk reageert met aminogroepen en deze 
laatste in de nucleïnezuren de voornaamste proton donors zijn 
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voor de waterstofbrugge~, is het begrijpelijk dat hierdoor de 
hypochromici te i t bijna volledig opgeheven wordt o Er is echter 
nog een bijkomend effect, want behandeling van mononucleotiden 
(uitgezonderd uridylzuur en thymidylzuur, die geen -~ f'unctie 
bevatten) met formaldehyde leidt eveneens tot een extiflctiever= 
hoging (FRAENKEL=CONRAT, 1954 • STAEHELIN, 1958 • HASELKORN en 
DOTY, 1961 ; GROSSMAN eoao, 19l1 ; sectie 3•2olo)o 

Volgens FRA.ENKEL...CONRAT (195lt) vormt formaldehyde Schiff= 
basen (R-N=CH?) met de aminogroepen der nucleinezuri!to STAEHELIN 
1958 ; 1959) nestudeerde de reactie met behulp van C-formal= 
dehydeo Er treden minstens twee verschijnselen op : gedurende de 
eerste 4 uur is de binding volledig omkeerbaar en worden waar= fi,, 
schijnlijk bij lage concentratie monohydrQxymeihyl derivaten ge=~ 
vormd (R-NH-CH20H)1 en bij 1hogere ·concentratie ~~~ 
verbindingen R-N= (GH OH) ~ Na langere incubati ---~ e 
reactie evenwel gede&ltefrjk onomkeerbaar (vorming van methyleen= 
bruggen ?)o 

Maar benevens reactie met aminogroepen treedt nog een twee
de, onafhankelijk effect op, namelijk een labilisatie van de ge
ordende secondaire structuur o Het verschijnsel werd grondig be
studeerd met polyinosinezuur, dat geen aminogroepen bevato In 
aanwezigheid van formaldehyde blijkt de smelttemperatuur Tm 
(temperatuur wadrbij 50 % der moleculen overgaan van een. geor
dende tweestrengige, of in dit geval driestrengige, schroeflijn= 
structuur naar een statistisch kluwen) te dalen en wel pro rata 
van l8°C per 1 %formaldehyde (HASELKORN en DOTY, 196l)o 

Formaldehyde reageert alleen met vrije aminogroepen en niet 
met deze waarvan een waterstofatoom in een H-brug gebonden is 
(FRAENKEL-CONRAT, 1959 ; ZAMENHOF e oa o, 1953 ; STAEHELIN, 1958) o 
Aldus is het mogelijk om de fractie der basen te bepalen, welke 
in dubbele schroeflijn structuren betrokken is, door het quanti
tatief volgen van de reactie bij lage concentraties formaldehyde 
(HALL en DOTY, 1959 ; HASELKORN en DOTY, 1961) o Voor natief DNA 
bedraagt deze waarde 1,0 en voor een typisch RNA zoals TMV-RNA 
0,55 tot o,65 (bij 250C en 0,1 M fosfaatbuffer pH 7,0)o Het en
kelstrengig $21X-DNA heeft waarschijnlijk een iet"Wat geringer ge- 
halte aan intramoleculaire baseinteractieo Bij hogere formalde
hyde concentraties smelten de kleinere, schroeflijnvormige ge= 
bieden uit (zie hoger), zodat meer basen voor chemische reactie 
vrijkomene De aanzienlijke reactie van formaldehyde met *'X-DNA 
zelfs in het intacte virus, was één van de redenen om hieraan een 
enkelstrengige structuur toe te schrijven (SINSBEIMER, 1959 a en 
b)o 

Door verwarming kunnen tenslotte alle secondaire bindingen 
verbroken worden, zodat de reactie met formaldehyde volledig 
wordte Aldus is het mogelijk om een onomkeerbare denaturatie te 
bekomen (zie ook sectie 3.2olo)o Dit is van bijzonder belang 
voor de meer homogene, virale, dubbelstrengige DNA's, welke 
normaal zeer gemakkelijk renatureren (BERNS en THOMAS, 196l)o 

In principe bestaat de mogelijkheid dat formaldehyde co= 
valentgebonden bruggen tussen twee complementaire strengen zou 
vormen (FEL'DMAN, 196o) en aldus denaturatie zou beletten, Juist 
zoals bijvoorbeeld difunctionele, alkylerende verbindingen en 
HNO (GEIDUSCHEK, 1961) 1 THOMAS en BERNS (1962) hebben evenwel 
be;€zen dat geen dergelijke aaneenkitting van strengen plaats 
grijpto 
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Tenslotte weze nog opgemerkt dat formaldehyde ook tot sub= 
stitutie van -de heterocyclische ring kan leideno Z p wordt onder 
bepaalde voorWaarden met uridine het 5-hydroxymethyl derivaat ge= 
vormd (CLINE e oa .. , ·1959) o 

3 a2 ol o ExPERIMENTEEL ONDERZOEKo 

Het doel van de in deze sectie vermelde experimenten, was 
het aantonen door een directe methode van .een gebied met een ge~ 
ordende, dubbelstrengige structuur in ~-DNAo Het eventueel voor~ 
komen hiervan zou een mogelijke verklaring uitmaken voor de schijn
bare afwezigheid van eindgroepen (sectie 3o0o)o Door een gearden= 
de dubbelstrengige structuur wordt verstaan een Watson=Crick he
lix (sectie Oolo) waarvan de twee schroeflijnen volledig comple
mentaire baseopeenvolgingen hebben, en dit over een lengte welke 
statistisch betekenisvol is (reeds voor een dodecanucleotide be= 
draagt de kans opdat in ~-DNA toevallig een tweede complemen~ . 
tair stuk ketting zou voorkomen minder dan 0,1 %)o Deze geordep-
de structuur is, in tegenstelling met niet-specifieke ·secondaire 
structuur, te wijten aan vele korte gebieden met toevallige, of 
onvolmaakte basecomplementariteit (HALL en DoTY, 1959 ; DOTY eoa~ 
1959 ; BOEDTKER, 1960 ; HASELKORN en DOTY, 1961J o 

Bij verwarming van een geordende, secondaire structuur 
treedt boven een welbepaalde temperatuur een transitie op tot 
een statistisch kluwen (zie ook vorige sectie)o Deze overgang 
wordt het eenvoudigst gemeten door het hyperchromiciteitseffecto 
De smelttemperatuur hangt benevens van het oplosmiddel, ·vooral 
af van het gehalte G + C en de lengte van de dubbele helix 
(MARMUR en DOTY · 195~ • SUEOKA e oa o, 1959 ; ROLFE en MESELSON, 
1959 ; PELLER, l959)o terwarming van 0X- DNA leidt evenwel tot 
een ietwat onregelmatige verhoging van de optische densiteit, 
zonder bij enige temp~ur een scherpe transitie te vertonen 
(SINSHEIMER, 1959 b)o Dit komt overeen met het uitsmelten van 
een heterogene populatie van korte gebieden met niet-specifieke 
secondaire structuur, we_lke verschillen in lengte, gehalte G + G 
en volmaaktheid van base- eomplementariteito Het is echter moge= 
lijk dat in deze aehterg~ond van nagenoeg graduele extinctiestij
ging een gebied verscholen is met een geordende secondaire struc~ 
tuur en een scherpe transitieo De proeven met formaldehyde, zo~ 
als hieronder beschreven, laten toe een dergelijke hypothetische 
transitie op te sporen met een grotere gevoeligheido 

Vooreerst werd de reactie met formaldehyde bestudeerd bij 
3?°C o Het reactiemengsel, bevattend ongeveer 25 J!,g nucle~~ezuur, 
0,1 M natriumfosfaatbuffer pH ? 0 en 1,8 %formaldehyde, werd 
geincubeerd in een gethermostat!seerde celhouder van een regis~ 
trarende 11Beckman DK2 11 of' een ''Beckman DU 11 spectrofotometer o Als 
formaldehyde werd een 36 % oploss.tng ~ebruikt, welke eveneens 
12 %methanol bevattials stabilisator ("Mallinckrodt Analyt1cal 
Reagent")o 

De reactie zowel met ~-DNA als met gedenatureerd kalfsthy
mus was grotendeels beëindigd in 4 uur o Het extinctiemaximum 
verschoof van 258 m~tot 262 m~ in overeenstemming met de re
sultaten bekomen door FRAENKEL~CONRAT (1954) met TMV-RNAo Het 
minimumbedroeg respectievelijk 230 mJL en 234 "fDIA-o 

De resultaten1 _ bekomen met verschillende monsters zowel 
wat betreft de sne~id van de reactie als de eindwaarÀe, 'zijn 
samengevat in Tabel , 5 o Zoals vervacht trad geen hyperchromi.ci .. 
teit op met natief , dubbelstrengig kalfsthymu~ DNA (de 0,5 % 



extinctieverhoging is waarschijnlijk te wijten aan een geringe 
fractie gedenatureerd DNA, dat steeds aanwezig is ; HERSBEY e,oao 
1963)o Een mengsel van de vier desofiynucleotiden vertoonde een 
10 % stijging van de chromiciteito eze waarde is bijgevolg een 
maat voor de rechtstreekse chemische reactie, en dient afgetrok
ken te worden van de totale extinctieverhoging om de bijdrage te 
vinden, welke geleverd wordt door het uitsmelten van de secon
daire structuuro 

Tabel 5 ~ Reactie met formaldehydeo 

Het reactiemengsel wordt beschreven in de teksto De extinctie 
werd gevolgd bij 262 m~, en de resultaten zijn uitgedrukt als 
de verhouding van de extinctie na reactietijd t, tot de initiale 
waarde o 

Preparaat Et/E 0 na 

20 min 1 uur 5 uur 

Natief kalfsthymus 
DNA 

1,005 1,006 1!005 

t1- desoxymononucleoc:c. 
tiden (1) 

1,061 1~092 1,106 

Gedenatureerd kalfs= 1,108 1,152 1,205 
thymus DNA (2) 

2 x verwarmd kalfs= 1,117 1,167 1,227 
thymus DNA (3) 

~~,DNA 1,118 1,168 1,199 
Verwarmd ~X·~DNA (l.r) 1,116 1,167 1,199 
TMV=RNA (5) 1,135 1,226 1,317 

I 

(1) Equimoleculair mengsel (zie tabel l)o 
(2) Verwarmd gedurende 10 mino bij 100°C in 0,5 M NaCl + 

0,001 M Tris buffer pH 7~0o 
(3) Zelfde preparaat als (2) maar herverwarmd gedurende 10 mino 

bij l00°C in o,ool.r M Nacl + o,ool M Tris buffer pH 7,0 (bij 
deze lage ionensterkte is partiële renaturatie praktisch 
ui tgesloteno 

(l.r) Verwarmd gedurende 10 mino bij 100°C in 0,033 M NaCl + 
0,001 M Tris buffer pH 7,5 (residuele biologische activiteit 

1 %) 0 

(5) Preparaat geschonken door Dro Po CHEOo 

~X-DNA reageerde met eenzelfde snelheid en voor eenzelfde 
totale hyperchromiciteit als gedenatureerd kalfsthymus DNA en 
verwarmd ~X-DNAo Deze preeven leveren dan ook geen aanwijzing 
voor het bestaan van een geordende secondaire structuur (die 
bijvoorbeeld niet zou aanwezig zijn in het verwarmd ~X=DNA)o 
De alternatieve verklaring, dat bij 37°C de dubbelstrengige zone 
reeds zou gedenatureerd zijn, is weinig waarschijnlijk, aange
zien een helix met slechts 10 baseparen al een betrekkelijk hoge 
smelttemperatuur bezit (LIPSETT eoao, 1960 en 196l)o De bedoeling 
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van deze proeven was bovendien om een verband te zoeken tussen 
de gepostuleerde, geordende structuur en de fysische heteroge= 
niteit, zoals behandeld in sectie 4o Deze heterogeniteit bleef , 
evenwel behouden na formaldehyde behandeling bij 37°C o TMV =RNA 
leidde tot een 31 % hyperchrom1eiteit1 in overeenstemming met 
de resultaten bekomen door FRAENKEL=CoNRAT (1954 ) • deze hogere 
waarde in vergelijking met enkelstrengig DNA is hei gev.olg van 
een meer compacte structuur (sectie Oolo)o 

Het tweede deel van het experiment bestond in het volgen 
der extinctie bij verwarming van de in tabel 5 vermelde monsterso 
Na elke temperatuurverhogillg of daling werd 10 mino gewacht ten= 
einde het evenwicht te laten instellen, waarna een absorptie= 
speetrum werd opgenomeno De bijzondersta resultaten zijn samen
gevat in figuur 17 o Vooreerst werd als vergelijking de smelt- , ... 
curve bepaald van onbehandeld kalfsthymu.s DNA.o De transit!~ tot 
een statistisch kluwen gebeurde in een betrekkelijk nauv tetnpe= 
ratuurgebied rond 830C, en ging gepaard met een 4-1 % stijging 
van de extinetieo (Deze proef versebilt van deze voorgesteld in 
figuur 16 t waar de irreversibele denaturatie werd bepaald !!§. 
afkoeling Jo Het verbreken van de secondaire bindingen wa~ voor 
de hel:ft omkeerbaar o Het preparaat, verwarmd in aanwezigheid van 
formaldehyde, vertoonde echter een 5'4 % extinctieverhoging, welke 
nagenoeg onomkeerbaar wasQ De bijkomende 13 % hyperchrom1el.t~it 
is te wijten aan de reactie van het formaldehyde met de vrijko= 
mende baseno Bovendien werd vastgesteld dat in aanwezigheid van 
formaldehyde de smelttemperatuur daalde van 830C tot 66,5°C o 
Analoge resultaten werden bekomen door HASELKORN en DOTI' (1961) 
BERNS en THOMAS (1961) en GROSSMAN en medewerkers (1961) (deze J 
publicaties verschenen sleehts na de uitvoering van de hier be= 
schreven experimenten}o De vastgestelde daling van 16,5 % is te 
vergelijken met een T = 320C, berekend op basis van HASELKORN 
en DOTY's (1961) gegevWnso Deze laatste zijn evenwel gesteund op 
experimentele resultaten bekomen met polyinosinezuur, en de .uit= 
breiding tot andere geordende polynucleotiden is waarschijnlijk 
niet gerechtvaardigdo 

Gedenatureerd DNA 1 vooraf behandeld met formaldehyde, ver.... • 
toonde slechts een geringe hyperehromieiteit bij verwarming , 
(Figol7)o Inderdaad reeds bij 370C waren de meeste aminogroepen 
vrijgekomen voor reactie met het formaldehydeo 

De gevoeligheid voor het opsporen van &en geordende secon= 
daire structuur door het volgen van de extinctie in tunetie van 
de· . temperatuur wordt aanzienlijk verhoogd in aanwezigheid van 
~ormaldebydeo Immers uit bovenvermelde controleproeven volgt 
dat (a) het hyperchroom ef'fect çepaard gaande met een bepaalde 
transitie, veel groter is, en tb) de achtergrond van graduele 
extinctieverhoging, te wijten aan toevallige ba.seeomplementari'*' 
teit, aanzienlijk is gedaald (vergelijk met Figo 2 van SINSBEI ... 
MER1 195'9 b)o Evenwel kan bij verwarming van Rtt-DNA in aanwezig
heid van formaldehy'de geen enkele trans! tie waargenomen wordeno 
De resultaten me·t verwarmd ~X .... DNA en met TMV-RNA waren ongeveer 
dezelfde als deze met ~-DNA en gedenatureerd kalfsthymus DNA, 
en werden eenvoudigheidshalve niet in figuur 17 opgenomeno 

Naar schatting zou een beperkte, geordende secondaire struc
tuur, welke slechts 5 % der basen betrekt, zeker met de hier be
schreven directe methode opges~rd kunnen wordeno Bijgevolg mag 
men besluiten dat minstens 95' ~ van de i5X-DNA keten essentieel 
enkelstrengig is, en dat er geen aanwijzing bestaat om de afWe
zigheid van vrije eindgroepen toe te scb.r:ljven aan dubbelstrengi
ge zoneso 
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Figuur 17 : Het uitsmelten van DNA-monsterso 
De extinctie werd bepaald in een "Beckman DK n spectrofotometero 
Bij iedere temperatuur werd v66r aflezing 152mino equilibratie 
toegelateno De extincties zijn gecorrigeerd voor thermische ex~ 
pansie van de oplossing" 

------- Verwarming - - - - - Afkoeling 
6 -- A Natief kalfsthymus-DNA in aanwezigheid van formaldehyde (zie 

tekst en tabel 5)o 
o--o Hetzelfde monster in afwezigheid van formaldehydeo 
x -x 9JX-DNA in aanwezigheid van formaldehyde {zie tekst en tàbel 5) o 



= 66 ~ 

3o3o E X P E R I ME N T E N ME T S L A N G E N ~ 

G I FT F 0 S F 0 D I E S T E R A S Eo 

De experimenten met fermamide (sectie 3olo) hebben aangetoond 
dat ~=DNA geen gebied met geordende secondaire structuur bevat$ 
tenzij deze gemakkelijk omkeerbaar is na denaturatie ~.~ Anderzijds 
kon door behandeling met formaldehyde geen dubbelstrengig gebied 
vastgesteld worden (sectie 3 o2 o), maar het is mogelijk dat de 
methode onvoldoende gevoelig was om deze te ontdekkano 

Indien de reden voor de resistentie van ~X~DNA tegenover 
Eo coli fosfodiësterase toch een geordende schroeflijnstructuur 
zou zijn (sectie 3o0o) dan is het evenwel waarschijnlijk dat 
deze laatste het viraal nucleïnezuur niet zou beschermen tegen 
afbraak door de slangengift exonucleaseo Immers dit enzyme blijkt 
natief , dubbelstrengig DNA wel te kunnen afbreken (BOMAN en KA~ 
LETTA , 1957 ; WILLIAMS eoao, 1961 ; zie ook sectie lo0~3o2o)o 

Bij incubatie van 0X-DNA met slangengift fosfodiësterasel 
in aanwezigheid van '66 mM glycinebuffer pH 9,8 en 1,25 mM MgC ~ 
werd vastgesteld dat een monster hetwelk voor 2s0 % was gehy= 2 
drolyseerd geworden, eveneens gemiddeld 3,7 letale 11hitsn had 
ontvangen per keten (gebaseerd op de overblijvende biologische 
activitei~o Door eenzelfde redenering als vermeld in sectie 
2olo0o voor kalfsmilt fosfodiësterase, kan men nu voorspellen 
dat indien de inactivatie alleen te wijten is aan de exonuclease 
activiteit, verdere hydrolyse tot drastische biologische inac·
tivatie zal leiden (men zou moeten aannemen dat het eerste ge= 
bied van ongeveer 100 nucleotiden, welke het C'~~OH ketenuitein
de uitmaakt, overbodig is, en dat na hydrolyse niervan een e~~ 
sentieel deel aangetast wordt)o Deze verklaring strookt evenwel 
niet met de e;perimentele resultateno Immers een ander monster~ 
dat voor 3,9 %was gehydrolyseerd geworden, had slechts 6 ,4 le= 
tale "bits" per molecule ontvangeno In andere woorden de ver= 
houding exonuclease activiteit tot letale "hits" bleef nagenoeg 
constant (respectievelijk 29 en 33) bij verdubbeling van de hy= 
drolyseo Dit is alleen mogelijk indien beide processen. onafhan
kelijk zijno Bijgevolg trad geen biologische inactivatie op te 
wijten aan de exonuclease activiteit sensu stricto , en dienen 
de letale "hits" toegeschreven te worden aan de centaminerende 
endonuclease activiteito De mononucleotiden welke werden vrijge~ 
steld, zijn hoogst waarschijnlijk afkomstig van degradatieproc~ 
dukten, maar niet van biologisch actief ~X-DNAo · 

Merken wij terloops op dat de cantaminerende endonuclease 
activiteit van slangengift prepaTaten wel bekend is {RAZZELL

1
en 

KHORANA, 1959 7 zie ook sectie l.Oo3o2o)o Het is zelfs mogelijk 
dat het hier met gaat om een onzuiverheid, maar wel om een ge= 
brek aan strikte specificiteit van de exonuclease z~lfo Immers 
dit enzyme, in tegenstelling met de Eo coli fosfodiesterase, 
kan bijvoorbeeld ook het atypisch substraat di~p-nitrofenylfos= 
faat afbrekeno Deze cantaminerende endonuclease activiteit is 
rela~ief veel aanzienlijker dan in het geval van kalfsmilt fos~ 
fodiesterase (verhouding exo- tot endeactiviteit respectievelijk 
ongeveer 30 en 500)o 

Tenslotte werd de identificatie van de letale nhitsn als 
kettingbreuken bevestigd door analytische centrift~atieo In het 
monster dat 6,4 letale 11hits" had ontvangen (3,9 %hydrolyse ; 
zie hoger) ·was de sedimentatie coëfficiënt gedaald 'Y'an 20 ,o S 
(controle monster) tot 8,3 S o Al naar gelang de wa.e.rde van de 
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exponent voor het verband tussen moleculair gewicht en sedimen'-'· 
tatie constante (zie tabel 3 in sectie 2ol.O.) betekent dit een 
gemiddelde van ,,8 tot 12 2 kettingbreuken per ~-DNA moleculeo 
Deze waarden zijn bijgevolg in goede overeenstemming met het 
aantal letale "hi ts 11 , microbiologisch bepaald. (In het oplosmid= 
del gebruikt voor ultracentrifugatie, namelijk 0,1 M natrium= 
fosfaatbuffer pH 7 ,o, heeft enkelstrengig nucle!nezuur reeds een 
tamelijk compacte structuur, zodat o< eerder o,,o dan 0,3, zal be= 
dragen, en bijgevolg het aantal kettingbreuken dichter bij de 
waarde ,,8 dan bij 12,2 zal liggen)o 

Wij mogen dus besluiten dat de hypothetische C' -OH eind~ 
groep van ~X-DNA even resistent is tegenover hf.drolrJe door het 
slangengift enzyme als door de Eo coli fosfodiésteraseo Een se~ 
condaire structuur (schema A of Binsectie 3•0o) is bijgevolg 
een weinig waarschijnlijke verklaring voor deze resistentie te= 
genover exonucleasen. 

3o4o T H E R M 0 I N A C T I V A T I Eo 

3 o~ .o o INLEIDING o 

De afwezigheid zowel van een vrije C' -OH terminus als 
C'~-OH terminus kan uitgelegd worden door àen continue ring= 
st~uctuur, ofwel door het voorkomen van substituanten, bijvoor= 
beeld aminàcyl-groepen, op de respectievelijke terminale nucle~ 
otideno Het is goed mogelijk dat de binding welke deze niet-nu= 
cleotide groepen aan de keten hecht, minder warmtestabiel zou . 
zijn dan de normale 3'-'' internucleotidebindingeno 

Ook is het niet uitgesloten dat de nucleotidesequenties, 
welke overeenkomen met de verschillende genen of "operons" aan 
elkaar zouden verbonden zijn door zwakke, niet-nucleotide bin
dingen, gewoonJ.ijk "linkers" genoetndo Het voorkomen van derge
lijke verbindingen in DNA is reeds me·ermalen voorgesteld gewor
den (BUTLER eoao 19,7 ; MONTY en DOUNCE 1 1958 ; DOUNCE, 19,9 ; 
HERMANS, 1959 • BERNAHOI eoa. 1961 ; TAYLOR, 1963 ; zie daaren
tegen LEVINTHAL en DAVISON, 1961) o Het stukvallen van viraal en 
ribosoom RNA in subeenheden werd ook reeds meermalen beschreven 
(zie secties Ool en Oo2)o ARONSON en MC CARTHY (1961) stelden 
bijvoorbeeld vast dat ribosoom RNA dissocieert tot kleinere stuk
ken door korte verwarming bij 900Co 

Bijgevolg werd een studie ondernomen over de invloed van 
warmtebehandelingen op de structuur en de biologische activiteit 
van ~X-DNAo Tevens bood dit onderzoek de mogelijkbeid om nog 
op een andere wijze het voorkomen van een beperkte, dubbelstren• 
gige zone in ~-DNA op te sporeno 

3 o4olo INVLOED VAN TIJD EN CONCENTRATIE o 

Bij verwarming van ~X-DNA monsters boven een bepaalde tem
peratuur bleek biologische inactivatie op te tredeno Deze reac""' 
tie is van de eerste orde en de snelheid bleef nagenoeg constant 
biJ een daling van de DNA-concentratie met een factor 120 (Figo 
18)o Men mag bijgevolg besluiten dat de biologische inactivatie 
een intramoleculaire reactie lso De natuur van de letale "hit" 
kan ziJn (a) het onomkeerbaar uitsmelten van een essentieel dub
belstrengig gebied, (b) het breken o~ afsplitsen van een niet
nucleotide component of'wel (c) een chemische wijziging van de 
primaire DNA-keteno ~eze alternatieven worden in volgende sec= 
ties verder onderzochto 
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Figuur 18 : De inactivatiekinetiek van ~X-DNA bij verwarming o 
100 ~1 reactiemengsel~ bevattende ~X-DNA (preparaat 3), o1o2~ M 
glycinebuffer pH 9,0 lbupaald bij kamertemperatuur), 5 x o-5 M 
EDTA en 0 7025 M NaCl, we~d gedurende de aangegeven tijd in een 
waterbad bij 980C verwarmd, en daarna snel gekoeld in ijswatero 
Microproefbuisjes van 150 ~l inhoud werden gebruikt teneinde 
volumeveranderingen door verdamping te vermijdeno 
0- 0 11lf- ~ ~-DNA/mlo 
X .._X 110 t'8 ~-DNA/mlo 



3 o4 o 2 o INVLOED VAN DE TEMPERATUUR o 

De biologische inactivatie van ~X-DNA oplossingen bij 
pH 7,5 en ionensterkte ongeveer 0,033, bleek snel te stijgen 
bij temperaturen hoger dan 60°C (Figo 19)o In 10 mino werd 50 % 
inactivatie bekomen bij 78°Co Benevens de residuele biologische 
activiteit, kan nu ook de concentratie C' -OH eindgroepen be
paald wordeno De monsters werden na verwa~ming met een overmaat 
Eo coli fosfodiësterase gerncubeerd, en de fractie hydrolyseer
baar DNA gedoseerd (dit zijn de ketens met een vrije, terminale 
C'~-OH groep)q De resultaten voorgesteld in figuur 19, tonen 
aan dat de vrijstelling van C'~-OH termini slechts ge~chiedde 
bij temperaturen hoger dan 75°~o 50 %reactie in 10 min werd 
bekomen bij 92°C (voor deze berekening werd verondersteld dat 
bij iedere vorming van een nieuwe C' -OH terminus slechts de 
helft van het DNA hydrolyseerbaar we~ ; deze beperking wordt 
verklaard in sectie 5)o 

Bij verwarming van ~X-DNA zijn bijgevolg twee reacties te 
onderscheiden : 1° Het verlies van biologische activiteit en 
2° het vormen van C'

3
-oH ketenuiteindeno 

Analytische ·centrifugatie van de monsters toonde aan dat de 
eerste reactie niet noodzakelijk gepaard ging met ketenbreuk 
(zie sectie 4.3o0o)o De tweede reactie, namelijk het vrijstel
len van C' •OH termini, hing daarentegen wel samen met split
singen van3de ketenso In aanmerking nemend de continuïteit van 
de ~-DNA molecule (behandeld .in sectie 5o) en het feit dat bij 
degradatie geen aanwijzing bekomen werd voor het bestaan van 
ondereenheden, mag besloten worden dat de tweede reactie te wij
ten is aan hydrolyse van normale fosfoësterbindingeno 

Bij pH 9,0 verloopt deinactivatie veel trager dan ·in neu~ 
traal milieu {zie volgende sectie), zodat onder deze voorwaarden 
de reactie gemakkelijker in detail kon bestudeerd wordene De re
sultaten, voorgesteld als het logaritme van de reactieconstante 
in functie van de reciproke der absolute temperatuur (Arrhenius 
curve) zijn voorgesteld in figuur 20. Het verloop is in gans het 
meetbaar gebied rechtlijnig, hetgeen laat veronderstellen dat 
slechts één chemisch proces tot inactivatie bijdraego De aetiva
tieënergie voor de biologische inactivatie, berekend op basis 
van de richtingscoëfficiënt, bedraagt 40 kcal/mole (deze waarde 
is niet gecorrigeerd voor de verhoging van de protonen concen~ 
tratie bij temperatuurstijging ; op basis van experimenteel ge
meten pH-verschuivingen en aanne~ende dat de reactieconstante 
rechtstreeks evenredig is met (H ) , bekomt men een waarde van 
3 5 kcal/ mole ) o 

3o4o3o INVLOED VAN DE pHo 

Een experiment, uitgevoerd onder analoge voorwaarden als 
vermeld bij figuur 19, maar bij pH 8,1 in plaats van 7,5, wees 
uit dat in dit oplosmiddel ~X-DNA meer stabiel was (na 10 mino 
verwarming werd respectievelijk volgende biologische activiteit 
teruggevonden : 60°C 100 % 70°C 92 %, 80°C 76 %, 90°C 32 %, 
en 100°C 0,2 %)o Bij pH 9,Ó nam de stabiliteit nog toeo De bij
zondersta resultaten van dit onderzoek zijn samengevat in tabel 
6o De interpretatie wordt in volgende sectie behandelde 
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Figuur 19 : Invloed van de warmtebehandeling op de infectiviteit 
en op de hydrolyseerbaarheid van ~X-DNAo 

6o ~ oplossing bevattende 21 ~ ~X~DNA (preparaat 3), 1,6 ~.1o=~M 
Tris-buf~er pH ~,5 (bepaald bij kamertemperatuur) en 0,033 M NaCl 
werd gedurende 10 min. in een 150 p..l microproefbuisje bij de aan= 
gegeven temperatuur verwarmd in een waterbad, en daarna snel ge= 
koeld in ijswatero Een 10 ~ll monster diende tot bepaling van de 
overblijvende biologische activiteito Aan de rest werd glycine~ 
bu~~er pH 9 5 (eindconcentratie 0,066 M), MgCl (eindconcentra-
tie o,ool M~ en 12 ~\.1 Eo coli fosfodiësterase toegevoegdo Na 6 uur 
incubatie bij 30°C werd het percent hydrolyse bepaald (onder deze 
voorwaarden was de exonuclease-reactie zeker volledig)o 
x- x Overblijvende biologische activiteito 
o-- o Hydrolyseerbaarheid door de Eo coli ~osfodiësteraseo 



'Ç -2· 

:§ ... 
<71 

..9 -2· 

-3{) 

- 3-5'--------..'2·""7 ----:'-2'6..---2""'·9--------='3·0 

J011/T)(°K -I) 

... 71 = 

Figuur 20 : Arrhenius-functie van de ~X-DNA inactivatie bij ver~ 
warmingo 

100 ~ reactiemengsel, bevattende 0,14 ~g ~X-DNA, 01025 M glycine~ 
buffer ~ 9,0 (bepaald bij kamertemperatuur), 5 x lo-' M EDTA en 
0,025 M Nacl, werd gedurende 100 mino in een waterbad bij de aan
gegeven temperatuur verwarmd, onder voorwaarden als vermeld in de 
legende van figuur l8o 
Abscis : reciproke van de temperatuur (in Kelvin graden)o 
Ordinaat : logaritme van de inactivatie-reactieconstanteo 



Tabel 6 : Thermornactivatie van ~X-DNA 

: 

(se c- 1 ) pH Oplosmiddel f/2 Reactieconstante 
Buffer I Zout 80°C l00°C 

I 

33 mM NaCl 0,03311,2 x 10-3 11,2 x 10- 2 
17,5 0,16 mM Tris 

17 mM NaCl 0,02714,6 x 10-4 11,0 x 10- 2 I 

18,1121 mM Tris 
J J 

25 mM NaCl o,025J8,2 x 10-5 11,3 x 10- 3 19,0125 mM glycine 

i7,5l-o:16 mM-T;i~-
I i 

-33 ~NaC1~~'~331a,Î; lo='(x-~1:0-x-10-3(; 

(x) Reactieconstante voor de vrijstelling van C' 3=0H eindgroepene 

3o4o4o BESLUITo 

De meeste studies over de invloed van warmtebehandeling heb ~ 
ben betrekking op de dramatische transitie van een dubbelstrengi~ 
ge schroeflijnstructuur tot een statistisch kluweno Zoals nage
noeg alle denaturatie processen is deze gebaseerd op het coöpera= 
tief uitsmelten van vele zwakke bindingen, en eens een bepaalde 
drempeltemperatuur bereikt 7 verhoogt de snelheid van de reactie 
aanzienlijk bij verdere st~jging van de temperatuuro Deze tran= 
sitie wordt meestal gevolgd door fysische methoden, zoals bij ~ 
voorbeeld spectrafotometrie rond 260 m~ (THOMAS, 1954 ; RICE en 
DOTY, 1957 ; zie secties Ool• ; 2o1olo en )o2o)o Anderzijds kan 
het verloop van een biologische activiteit van DNA gevolgd wor
den, namelijk het vermogen tot transformatie (zie sectie OoOo ) 
De belangrijkste studies op dit gebied zijn deze van ROGER en 
HOTCHKISS (1961) en vooral GINOZA en ZIMM (196l)o Twee reacties 
zijn te onderscheiden : De eerste waarbij 90 tot 99 % van de 
transformerende activiteit verloren gaat, is waarschijnlijk toe 
te schrijven aan het ineenstorten van de secondaire structuuro 
De tweede inactivatie reactie gaat gepaard met een wijziging 
van de primaire structuuro Op te merken valt dat het met een 
dergelijk systeem niet mogelijk is een direct verband aan te 
tonen tussen fysische of chemische verschijnselen en biologische 
activiteit , aangezien deze laatste slechts toe te schrijven is 
aan een geringe fractie van de totale hoeveelheid DNAo 

Een ~omogeen systeem zoals 0X=DNA biedt dan ook veel meer 
mogelijkheden voor een chemisch, fysisch en biologisch onderzoek 
van de verscnijnselen die optreden bij verwarmingo Enigszins 
analoge proeven werden reeds uitgevoerd met het infectlef TMV-RNA. 
GINOZA (1958) besloot op basis van thermodynamische gegevens 
dat de letale "hit'! bij verwarming van TMV-RNA in neutraal mid= 
den te wijten is aan de vorming van een intermediaire fosfodiës
ter, die uiteenvalt met splitsing van de keten en vorming van 
een C' 2·, C' ~ cyclische fosfodiëstereindgroep (BROWN en TODD 
1952)a Tot ~enzelfde interpretatie komen GORDON en HUFF (19~2) 
aan de hand van chemische eindgroepbepaling o Op te merken valt 
dat dit reactieverloop niet kan optreden bij DNA aangezien 
geen vicinale OH-groep voorkomto Het wordt om deze reden door 
EIGNER eoa. (1961) niet aanvaard, aangezien zij veronderstellen 
dat RNA en DNA door eenzelfde mechanisme thermisch gedegradeerd 
worden. 
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Bij de bespreking van de resultaten, vermeld in vorige 
secties, over de invloed van thermische energie op ~X-DNA, rijst 
in de eerste plaats de vraag "Wat is de natuur van de letale 
"hit" ? Er werd reeds opgemerkt dat hierbij geen breuk optreedt 
van de fosfaat-ribose ruggegraato Men kan veronderstellen, in 
analogie met de resultaten handelend over transfermerend DNA, 
dat de inactivatie zou te wijten zijn aan het uitsmelten van 
een gebied met een geordende, dubbelstrengige structuur (zie 
sectie 3oO.)o Dit is echter weinig waarschijnlijk: a) Denatu= 
ratie is, tenzij voor extreme waarden, weinig gevoelig voor 
pH-verschuiving (ROGER en HOTCHKISS, 1961), hetgeen niet strookt 
met de re-sultaten vermeld in tabel bo b) De letale "hits" zijn 
statistisch verspreid over gans de ~X-DiiA keten (zie sect;te 
4.2o2.)o c) Denaturatie reacties gaan steeds gepaard met grote 
waarden voor de activatie entropieo· Immers laatstgenoemde is een 
maat voor het aantal vrijheidsgraden , bijgewonnen tijdens de 
overgang van de standaard vorm (geordende enkelstreng±ge of dub~ 
belstrengige schroeflijn) tot de ·geactiveerde staat (verbreking 
van de geordende toestand) o Zo worden waarden van 100 tot 300 
e.u. gevonden zowel voor eiwitten (LAIDLER, 1958) als voor DNA 
(RICE en DOTY, 1957 ; PEACOCKE en WALKER~ l962)o Op basis van de 
reactiesnelheden en de activatieënergie (experiment beschreven 
in figuur 20) wordt voor de biologische inactivatie van ~X~DNA 

een activatie entropie van 33 eouo berekend (de berekening is ge
steund op de vergelijking voor de absolute reactiesnelheid : 

waarin k' Boltzman constante 
h Planck constante 
ASx activatie entropie 
AHx activatie enthalpie 
T absolute temperatuur 
R universele gasconstante)o 

De waarde voor de activatie entropie van ~X~DNA kan ook verge= 
leken worden met deze gevonden voor enkelstrengig RNA, namelijk 
ongeveer =2& e.uo (BACHER en KAUZMANN~ 1952 ; GINOZA, 1958)o De
ze negatieve waarde is begrijpelijk aangezien de geactiveerde 
vorm in dit geval een cyclische fosfodiëster is, welke bijgevolg 
minder bewegingsvrijheid heefto 

Wat is dan wel de natuur van de letale "hit" ? Uit het voor= 
gaande volgt dat de letale "hit" niet gepaard gin~ met het vrij= 
stellen van C'~-OH eindgroepen (zie sectie 3o4o2o), zodat het af
splitsen van een essentiële, niet-nucleotide substituant van de 
terminus onwaarschijnlijk is· De thermische inactivatie verliep 
zonder ketenbreuk, hetgeen het verbreken van zwakke ulinkers" 
uitsluit (zie sectie 3o4aO"o)o Dit wordt bevestigd door experi= 
menten welke aantonen dat de letale nhits" statistisch over de 
ganse keten verspreid waren (zie sectie 4a2o2o)o 

Deze gegevens tonen aan dat de inactivatie reactie moet ge
zocht worden in een chemische wijziging van de primaire polr.des
oxynucleotideketen, evenwel zonder hyèrolyse van de fosfodiesterso 
In principe komen slechts twee reacties hiervoor in aanmerking 
namelijk deaminatie van bepaalde basen en depurinatieo Deamina~ie 
kan echter geëlimineerd worden, aangezien de letale "hit" tot · 
labilisatie van de primaire keten leidt (zie sectie 4o3o0o)o 

Dat de letale "hit" inderdaad met een depurinatie te ver
eenzelvigen is, wordt door volgende argumenten bevestigd ~ a) 
De stabiliteit van 0X=DNA verhoogt aanzienlijk bij stijging van 
de pH (zie sectt.e 3o4®3~)o Dit is in overeenstemming met de ge= 
kende proton=catalyse van de depurinatie reactieo TAMM eoao 
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(1952 en 1953) hebben aangetoond dat in zuur midden (pH 2 ~ l.r) 
de depurinatie veel sneller verloopt dan de fosfodiëster split
singo Hetzelfde kan wel gelden voor verwarming in neutrale tot 
licht alkalische oplossing (b) GREER en ZAMENHOF. (1962) hebben 
chemisch de purinen bepaald die worden vrijgesteld bij verwar~ 
ming van kalfsthymus DNAo Bij 81°C in o,oo5 M fosfaatbuffer, 
pH 6,8 en r/2 0,009, vonden zij voor gedenatureerd DNA 1,5 x 
lo-5 depurinaties per basepaar per mino (deze waarde is niet ge
corrigeerd voor verliezen bij de isolatie der purinen)o In de 
veronderstelling dat iedere depurj_natie dodend is , en op basis 
van het aantal purinenucleotiden in ~X-DNA, berekent men yoor 
laatstgenoemde een inactivatiesnelheid van 8 , 2 x 10-~ sec- , het= 
geen in goede overeenstemming is met de onder vergelijkbare voor
waarden gevonden experimentele waarde~ namelijk 1 , 2 x lo-3 sec
(zie tabel 6) o 

De gevonden waarde van lto kcal/mole voor de activatieëner...; 
gie van het inactivatie proces {sectie 3 ol.ro2 o) is merkelijk la
ger dan deze voor het uitsmelten van dubbelstrengig DNA, name-· 
lijk 55 kcal/mole (PEACOCKE en WALKER, 1962) o· Hekening houdend 
met de verschillende experimentele voorwaarden is het resultaat 
in overeenstemming met de 3l.r kcal/mole bekomen door GINOZA en 
ZIMH (1961 ) voor de inactivatie van de residuele, transformeren~ 
de activiteit (dit is de activiteit die overblijft na uitsmelten 
van dubbelstrengig DNA, en welke waarschijnlijk te wijten is aan 
een geringe, maar reële biologische activiteit van de enkelstren
gige ketens ; GINOZA en ZIMM, 1961 ; ROWND eoao, 196l)o 

Er weze hier ook opgemerkt dat verwarming ondere zekere 
voorwaarden mutageen is (ZAMENHOF en GREER 1958)o Het is bijge= 
volg wel mogelijk dat een geringe fractie tzeker minder dan lo-3) 
van de ~=DNA depurinaties niet dodend zijn , maar tot een mutatie 
aanleiding geveno 

Tenslotte blijft nog de bespreking van de tweede reactie, 
namelijk het vrijstellen van C' - OH eindgroepeno In sectie 3o~o2o 
werd dit proces geidentificeerd3als de hydrolyse van C'~-fosfaat 
bindingen in de ruggegraat van de keteno Op basis van d~ gegevens 
voorgesteld in figuur 19, kan de activatieënergie geschat worden 
op 29 kcal/moleo Deze waarde is in goede overeenstemming met de 
25 kcal/mole gevonden door EIGNER eoa o (1961 ) voor de thermische 
degradatie van macromoleculair ) enkelstrengig DNA, bepaald door 
middel van analytische ultracentrifugatieo . 

Wat is nu het mechanisme van de kettingbreuk ? In sectie 
J.lto2o werd opgemerkt dat slechts één proces tot biologische in~ 
actixatie leidt, in casu depurinatieo Indien depurinatie en fos
fodiestersplitsing twee onafhankelijke processen zijns zou dit 
waarschijnlijk in de Arrhenius-functie tot uiting komen, aange~ 
zien de activatieënergieën verschillen en de reactiesnelheden 
bij pH 9l0 van dezelfde grootteorde zijn (de fosfodiëster hydro= 
lyse daa t niet bij stijgende pH) o Ook konden door analytische 
centrifugatie onder bepaalde voorwaarden alle letale "hits" als 
kettingbreuken aangetoond worden (zie sectie 4o2o2o)o Deze gege
vens zijn een goede aanwijzing om aan te nemen dat de twee vast
gestelde reacties niet onafhankelijk zijn, maar dat kettingbreuk 
alleen kan optreden op de gadepurinearde plaatsene 

Merken wij op dat GINOZA en ZIMM (1961) in hun studie over 
de thermo-inactivatie van transfermerend DNA aannemen dat depu~ 
rinatie en kettingbreuk onafhankelijk zijn en naast elkaar op
tredeno Deze veronderstelling was evenwel niet op experimenteel 
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werk gesteund (in tegenstelling met ons onderzoek, waar de bio= 
logische inactivatie van een fysisch gedefiniëerd molecule verge
leken wordt met een chemische reactie~ berekenen zij op basis 
van deze chemische reactie, en de biologische inactivatie de fy= 
sische dimensie van het onderzochte agens ; door de depurinatie 
en de fosfodiëster hydrolyse als onafhankelijk te beschouwen be
draagt de fout evenwel slechts 5 %)o 

Anderzijds nemen EIGNER e$a. (1961) depurinatie niet in 
beschouwing als een noodzakelijke, voorafgaande reactie, verant~ 
woordelijk voor de labilisatie van de primaire DNA-keteno Hun 
argumentatie steunt vooral op de nagenoeg gelijke hydrolysesnel
heid van de fosfodiësterbinding in RNA en DNA door thermische 
energie o Deze resultaten kunnen evenwel ook verklaard worden door 
aan te nemen dat ketenbreuk in RNA vergemakkelijkt wordt door 
fosfodiëstervorming (zie hoger) en in DNA door depurinatieo 

De broosheid van de primaire fosfodiësterketen op de gade
purinearde plaatsen is overigens chemisch goed aanvaardbaare Af
splitsing van een fosfaatgroep gebonden op de C'~-OH van een vrije 
desoxyribose (Diagram,reactie d) geschiedt gemakKelijk door~ 
eliminatie (RALPH en KHORANA 196l)o In principe kan vervolgens 
ook de fosfaatgroep van de cl =OH door hetzelfde mechanisme afge= 
braken wordene Dit zou evenweÎ leiden tot een polynucleotide brok= 
stuk met een C' -fosfaateindgroep, hetgeen niet met de hier be
schreven experi~entele resultaten overeenkomt (zie sectie 3e4e2~)o 
Bijgevolg stellen wij een alternatief mechanisme voor, hetwelk 
in diagram 1 is voorgestelde Bij verwarming van DNA-ketens in 
neutraal midden is de eerste wijziging in covalente structuur, 
die kan optreden, het verlies van een purinebase (reactie a)e Nu 
is het bekend dat vrije desoxyribose voor een groot gedeelte tot 
de aldehyde vorm overgaat door opening van de furanóse ring (re
actie b ; CHONG-FU e.ao 7 1949 ; OVEREND, 1950)e De vicinale cis 
hydroxylgroep op de C' 4 , die aldus gevormd wordt, laat toe dat 
bij een ietwat hogere temperatuur kettingbreuk kan optreden doar 
vorming van een intermediaire fosfotriëster, die uiteenvalt tot 
een C'4, C'

5 
cyclische fosfodiester (reactie c ; deze reactie 

is volledig analoog met de hydrolyse van RNA, waarbij een c1 , 
C'~ cyclisch nucleotidederivaat gevormd wordt, zoals hoger b~= 
scnreven). Een enigszins analoog reactieverloop werd vooropga= 
steld in het geval van alkalische hydrolyse van apurinezuur 
(JONES eoa., 1956)e Veel experimentele resultaten zijn evenwel 
nog nodig vooraleer dit voorgestelde mechanisme aanvaard kan wor
deno Ook blijven bepaalde bijzonderheden nog op te helderen (zo 
bijvoorbeeld blijft de vraag open of reactie d plaats grijpt 
v66r b, en is het mogelijk dat de reactie d in feite berust op 
de vorming van e8n cyklische 3',4' fosfodiëster)o 

Samenvattend kan men besluiten dat er geen reden bestaat 
om te veronderstellen dat de integriteit van de 0X-DNA molecu
len nog van andere bindingen afhankelijk is dan deze welke voor= 
komen in een normale polydesoxynucleotideketeno Evenmin kan een 
aanwijzing bekomen worden voor het bestaan van zones met geor= 
dende, secondaire structuur of van substituanten op de hypete~ 
thische , terminale nucleotidene 

ltF.L W. 
Cibliot P,eek 
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FYSISCHE H E T E R 0 G E N I T E I T 

------------------------------------------------------------------------------------------------------
V A N ~ X = D N Ao 

--------------------------------------
~cOo I N L E I D I N Go 

In sectie 2o werd aangetoond dat ~X=DNA noch een vrije 
C'~=OH noch een vrije C'~-OH terminus heert, en dat deze eind= 
grdepen niet gemaskeerd ~ijn door fosfomonoesterfuncties o Ver~ 
volgens werd in sectie 3 de hypothese onderzocht dat de termi~ 
nale nucleotidesequenties in een geordende secondaire structuur 
zouden betrokken zijna Evenwel kon hiervoor niet de minste aan~ 
duiding gevonden worden door mtddel van methoden gesteund op be
handeling met formamide, formaldehyde , slangengift exonuclease 
of warmtea Deze negatieve resultaten leidden tot de veronderstel
ling dat hetzij niet~nucleotide groepen aan de terminale nucleo
tiden gebonden zijn, hetzij dat ~X.,DNA geen eindgroepen heeft en 
bijgevolg cirkelvormig iso Er bestaan redenen om te vermoeden 
dat niet-nucleotide groepen door relatief zwakke bindingen aan 
de polynucleotideketen zouden gehecht zijn, maar in sectie 3o~o 
kon geen aanwijzing bekomen worden voor het bestaan van derge
lijke labiele substituenteno Bijgevolg wordt in deze sectie de 
alternatieve veronderstelling onderzocht , namelijk dat ~-DNA 
cirkelvormig zou zijno 

SINSHEIMER (1959 b ) had vroeger reeds opgemerkt dat bij het 
centrifugeren van ~~DNA onder voorwaarden ·waarbij strekking van 
de ketens optrad, bijvoorbeeld bij lage ionensterkte of na behan
deling met formaldehyde, twee co~ponenten konden aangetoond wor
deno De hoofdcomponent, hier s1 genoemd , maakte ongeveer 50 tot 
70 % van het totaal uit, terwiJl de tweede component , S , onge= 
veer 20 tot ~0 %van het DNA vertegenwoordigde , en met ~en 10 % 
tragere snelheid in het gravitatieveld migreerde& Deze heteroge= 
niteit was zeer eigenaardig voor een DNA~preparaat dat bereid was 
uit een ogenschijnlijk homogeen en zuiver virus o Verontreiniging 
met een vreemd DNA was overigens niet zeer waarschijnlijk aange
zien P'X-DNA preparaten met verschillend s2- gehalte toch een con<~ 
stante nucleotidesamenstelling vertoondeno 

Het feit dat de heterogeniteit slechts aantoonbaar was na 
strekken van de ketens, schijnt erop te wijzen dat S en S al= 
leen van elkaar verschillen in configuratie en niet tn mol~culair 
gewicht a 

In de loop van deze onderzoekingen werd dan ook het belang 
ingezien om een verband te zoeken tussen de schijnbare a~wezig= 
heid van terminale groepen, zoals enzymologisch werd· aangetoond, 
en de fysische heterogeniteito Immers de veronderstelling van 
een cirkelvormig molecule (zie hoger ) verschaft eveneens een uit
leg voor het bekomen van twee componenteno Een cirkelvormig DNA 
kan minder gestrekt worden, zodat het ook minder wrijvin~sweer~ 
stand biedt in het centrifugaal veld en bijgevolg sneller mi
greerto s1 zou bijgevolg overeenkomen met de gesloten keteno In
dien om een of andere reden een bepaald aantal moleculen één 
enkele kettingbreuk zouden opgelopen hebben, ontstaat hierdoor 
een fysisch homogene fractie van open ketens, welke althans in 
gestrekte vorm trager sedimenteren. Twee of meer kettingbreuken 
leidt tot versnippering, hetgeen ·de kleine hoeveelheid degradau~ 
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produ~ ten verklaard e In de niet·~gestwkte vorm (0,2 M NaCl) heb= 
ben zowel een cirkelvormig molecule als e''en open keten een sta .... 
tistisch-kluwenstructuur, zodat fysisch geen verschil kan aange-·· 
toond worden (Diagram 2)o 

Strekking van de ketens door ionensterkteverlaging (SINS= 
HEIMER, 1959 b) bleek minder geschikt voor studie van de fy~ische ' 
heterogeniteit (waarschijnlijk worden de grensvlakken tijdens de 
ultracentrifugatie verstoord door con~ectiestromingen)o Er werd 
dan ook meestal gebruik gemaakt van de reactie met formaldehyde 
om de ketens te ontrafelen (zie sectie 3u2o )o De standaard werk
wijze was als volgt : Van 1 m1 reac"Ciemengsel, -bevattend 25tot 
30 ~g ~X-DNA en bijvoorbeeld 0,08 M kaliumfosfaatbuffer pH 9,0 
+ 0,002 M EDTA, werd een 50 pl staal genomen ter bepaling van 
de biologische activiteito Ter vervanging- werd 50 ~1 36% formal~ 
dehyde toegevoegd (eindconcentratie 1,8 %), en het mengsel ge
durende 20 uur bij 37°C geïncubeerdo 

Bepaalde bez\'laren kunnen misschien geopperd worden tegen· .. 
over de analyse na behandeling met formaldehyde o Zo bijvoorbeeld 
is de reactie praktisch onomkeerbaar (zie secties 3o2o0o en 4o3.0o)o 
Daarom werd gezócht naar een oplosmiddel dat geen base-interacties 
zou toelaten, en bijgevolg tot strekking van de DNA-ketens zou 
leiden , maar waarin niettemin geen blijvende verandering van de 
biologisch actieve moleculen zou optredeno Fermamide (sectie 
3olo) bleek ongeschikt aangezien de uv~absorptie te hoog waso 
Daarentegen voldeed een alkalische buffer wel aan de gestelde 
eisen" Immers boven pH 10 tot 11 blijkt DNA te denatureren wegens 
dissociatie van de enolfuncties van guanylzuur en thymidylzuur 
(INMAN en BALDvJIN, 1962 ; DOVE en DAVIDSON, 1962 ; VINOGRAD e.a"' 
1963)o Deze transitie biedt daarenboven het voordeel onafhanke
lijk te zijn van het gehalte G + c , in tegenstelling bijvoorbeeld 
met de denaturatie door fermamide of door verwarminga Praktisch 
werd ~~DNA gecentrifugeerd in een oplossing welke o,o4 M natrium~ 
carbonaatbuffer pH 11,0, o,ol M Nacl en 6 x 10-~ M EDTA bevatttl~ 
Na twee uur incubatie bij 30°C in dit milieu werd 94 %van de 
biologische activiteit teruggevondene 

In het later gedeelt van dit onderzoek werd dan ook ge= 
bruik gemaakt zowel van a lyse in alkall als na behandeling met 
formaldehydeu Beide methoden gaven nochtans steeds vergelijkbare 
resultaten, zowel wat betreft de quantitatieve samenstelling als 
de relatieve 1-1-aarden der sedimentatieconstanten van s1 en s2 (Ta= 
bel 7, experiment l)o 

4alo 0 N R E C H T S T R E E K S E A A N D U I D I N G 

V 0 0 R E E N C I R K E L S T R U C T U U Ra 

4olo0o VERBAND TUSSEN FYSISCHE HETEROGENITEIT EN PRI

MAIRE STRUCTUURa 

Het is mogelijk dat S een meer compacte vorm heeft doordat 
het voor een gedeelte een tekere geordende secondaire structuur 
bezit (zie bijvoorbeeld schema A en Binsectie 3o0o)o Deze ver= 
onderstelling werd getest door ~X-DNA te centrifugeren onder 
voorwaarden waarbij base-interactie uitgesloten iso 
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In vorige sectie werd vermeld dat de secondaire structuur 
verbroken wordt door het uittitreren der enolfunctieso Voor ~= 
DNA is deze dissociatie half volledig bij pH 10,6 (deze waarde 
hangt binnen zekere grenzen ook af van de ionensterkte ; VINOGRAD 
e.a o, 1963)o Aangezien de transitie van geordende tot statistisch~ 
kluwenstructuur plaats grijpt in een pH~interval van ongeveer 
0,1 (INMAN en BALDWIN, 1962) mag aangenomen worden dat bij pH 12,0 
~X-DNA geen base-interacties meer vertoonto 

De resultaten van experiment 2, tabel 7, tonen aan dat on= 
der deze voorwaarden de fysische heterogeniteit niettemin bewaard 
bleef , en dat nagenoeg ·geen wijziging optrad in de relatieve hoe= 
veelheden van S1 en S o (De geringe daling van S , welke gepaard 
ging met een tr~ge bi6logische inactivatie, is tOe te schrijven 
aan degradatie van de primaire DNA-ketens bij hoge pH-waarden)o 

Anderzijds kan een onomkeerbare verbreking van de secondaire 
structuur bekomen worden door verwarming bij 80°C of hoger in 
aanwezigheid van formaldehyde (zie sectie 3o2.lo en figuur 17)o· 
Deze behandeling bracht evenwel geen wijziging in de fysische 
heterogeniteit van ~~-DNA (Tabel 7, experiment 3)o 

Tabel 7 : De fysische heterogeniteit van ~X-DNAo 

~xperi- ~X=DNA Voorwaarden van Sedimentatie 
ment nr centrifugatie coëfficiënt 

sl I s2 

Percent 
samenstelling 

sl I s2 JTraag 
(d) 

1 (a) prepo6 CH20 13,5 12,1 72,2 18,9 8,9 
OH=(pH 11,0) 12,8 12,1 67,7 16,8 15,5 
OH~(pH 11,0) 13,1 12 ,0 74,4 20,4 9,2 

:2~(b)~ pr:po6to;-(p; :2,0~ ~ t ~1~5~ 10~7~ t6~,: ~ 25:7 t1~,~ l 
3(a,c) prepo3iCH20(contro1e) t 13 11 12,1 t6o,~ 1710 t22,6 1 

{H2o (verwarmd) i 13 ,a I 12,3 I 57 ,o 25,3 j 17,7 I 
ao Voorwaarden zoals beschreven in sectie ~oOo 
bo Het monster bevatte 30 )lg )!1X=DNA in 0,032 M natriumarsenaat

buffer pH 12,0 
Co Het monster werd na equilibratie met formaldehyde gedurende 

10 mino0 verwarmd bij 80°C en vlug gekoeld o 
do Trager migrerend materiaal met een statistische verdeling van 

S20-waarden, en waarschijnlijk te vereenzelvigen met degrada= 
treprodukteno 

Bijgevolg mag besloten worden dat S en S alleen van elkaar 
verschillen in primaire structuuro Dit i~ in vÓlkomen overeenstem
ming met een covalent gebonden cirkelvorm voor S en de overeen
komstige open keten voor s 2, zoals in vorige sectie werd · voorop~ 
gesteld. 
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4ololo VERBAND TUSSEN FYSISCHE HETEROGENITEIT EN IN= 

FECTIVITEIT o 

In de loop van deze onderzoekingen werden veel inlichtingen 
bekomen over de fysische samenstelling van ~X-DNA monsters, welke 
op zeer diverse manieren waren behandeld gewordeno In figuur 21 
wordt de residuele biologische activiteit bepaald ten opzichte 
van een constante standaard (~X-DNA preparaat 3), uitgezet tegen= 
over het gehalte S en S o (De behandelingen omvatten, van boven 
naar onder, incubatie bij lage ionensterkte en pH 6,?., 1 uur in
cubatie bij pH 9,5, incubatie met sl~gengift fosfodiésterase, 
24 uur incubatie bij lage ionensterkte en pH 9,5, incubatie met 
Eo coli fosfomonoësterase, behandeling met isobutanol, behande~ 
ling met fermamide en isobutanol, en verwarming tot lOOOC)o 

Het blijkt dat binnen de experimentele foutengrenzen, de 
biologische activiteit rechtstreeks evenredig is met het gehalte 
S , maar zeker niet met de som van S plns S of met S alleena 
Dtt betekent dat de infectleve molec~len fysfco~chemisêh identiek 
zijn met de S~=comnonento Dit besluit wordt verder bevestigd door 
de experimentgn beschreven in sectie 4o2o . . . 

Dat de biologische activiteit alleen te wijten is aan de S -
component is in overeenstemming met de veronderstelde cirkelstr~c
tuur dezer moleculen o Bij breuk op een willekeurige plaats in de 
ring zou dan de open keten gevormd worden, namelijk s2 welke bio= 
logisch inactief iso 

Men kan hier terloops opmerken dat de open keten toch nog 
alle elementen der genetische informatie bevato Het letaal effect 
van de kettingbreuk is waarschijnlijk te wijten aan een essentieel 
gen:t waarvan de continurteit \<Terd verbrokeno 

Dat de eerste ketenbreuk reeds tot biologische inactivatie 
leidt, kon nog op een andere wijze worden aangetóonda Indien een 
~X-DNA preparaat met een geringe concentratie pancreas desoxyri~ 
bomlclease geincubeerd werd bleken er letale "hits" op te treden 
pro rata van 1 per 11 1/2 mino incubatie (Figo 22 )o Bij extrapo~ 
lat:Le van de functie, welke rechtlijnig is, tot 0 letale "hits", 
blijkt het snijpunt met de abscis te liggen op 0 mino incubatie~ 
tijd, en niet op 11 1/2 mino Hieruit volgt dat één ketenbreuk per 
molecule door de desoxyribonuclease reeds dodend iso Tot eenzelf= 
de besbut leidden ook de experimenten over de thermische inacti= 
vatie in functie van de verwarmingsduur (zie sectie 3e4olc en fi= 
guur 18) o 

4e2o R E C H T S T R E E K S BEWIJS VOOR 

EEN C I R K E L S T R U C T U U Ro 

4o2 .,0 o ONDERZOEKSPLAN o 

In vorige secties werd aangetoond dat de enige structuur, 
die een verklaring biedt voor alle experimentele resultaten, een 
covalent-gebonden ring is voor S , terwijl S het eerste degra= 
datieprodukt uitmaakt en overeen~temt met de2open keteno Verdere 
degradatie leidt tot kleinere brokstukkano Alleen de intacte 
ring is biologisch actiefo 
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Figuur 21 1 Verband tussen de biologische activiteit en de fy-
sische samenstellingo 

~-DNA monsters werden op diverse wijzen gedeeltelijk gernacti
veerd (zie tekst)o Enerzijds werd de overblijvende, biologische 
activiteit (ordinaat) bepaald ten o~zichte van een constant re
ferentiemonster (~X-DNA preparaat 3), en anderzijds werd de fy= 
sische samenstelling gemeten door analytische ultracentrifugatie 
na behandeling met formaldehyde o De relatieve hoeveelheden S 
en s2 (re~pectievelijk de sneller en de trager migrerende, ~me-
gene comiM?nent) zijn uitgezet in absciso De balans (100 % -
(S1 + s2 ))bestaat uit degradatieprodukteno 
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Tij4 <min . I 

Fi~uur 22 : De biologische inaetivatie in runetie van de incubatie 
met desoxyribonuelease. 

Ieder 200 ~1 r~actiemengsel~ bevattend 30 'g ~X-DNA (preparaat 6), 
1,25 x 1o•j M ris-buffer pn 7,5, 5 x lQ-3 M MgCl , o,o5 M NaCl, 
o,oo5 % rundsplasma albumine en 7 x lo-5 ~g runds~lasma desoxyri~ 
bonuclease, werd gedurende de aangegeven tijd gerncubeerd bij 37°Co 
De reactie werd beëindigd door toevoeging van kaliumfosfaatbuffer 
pH 9,0 (eindconcentratie o

1
o8 M) en EDTA (eindconcentratie 0,002 M) 

tot een totaal volume van m1 o Een monster van 50 'tU diende voor 
de bepaling van de overblijvende, biologische activiteit, uitge
drukt als 11hits" per molecule ; d.e rest werd gebruikt voor het ex= 
periment voorgesteld in figuur 23o 



= 84 ~ 

De vraag rijst nu ; "Hoe kan een dergelijke structuur bewe
zen worden ?" Indien in een populatie homogene polymeren volledtg 
willekeurig kettingbreuken gaan optreden, dan wordt de relatieve 
hoeveelheid van de intacte moleculen , en deze met één, twee of 
meer "hits n, gegeven door de Poissone·vergelijking (zie sectie 
2ula0o) ~ Meer bepaald vindt men~ 

p = e- m (fractie intacte moleculen ) 
0 

p1 = e ~m m (fractie met één kettingbreuk) 

De rest, namelijk (l=(p + p » is dan .toe te schrijven aan mo
leculen welke twee of m~er k~ttlngbreuken ondergaan hebbena Deze 
theoretische functies p f(m ) en p1f(m) zijn voorgesteld in figu-
ren 23 en 2l.r o 0 

In het geval van een ringmodel voor de intacte molecule, be= 
zit het eerste degradatieprodukt de unieke eigenschap in fysisch 
(maar niet chemisch) opzicht homogeen te zijno Daarenboven treedt 
hierbij nagenoeg geen verandering van moleculair gewicht opa Twee 
of meer kettingbreuken leiden natuurlijk wel tot fragmentatiea 

Indien S inderdaad cyclisch is, en S met de open keten 
overeenkomt, tou de relatieve hoeveelheid àezer componenten aan 
bovenstaande theoretische functies moeten voldoen, welke ook de 
natuur of het aantal der ketenbreuken wezea Deze voorwaarde wordt 
in volgende secties getesto 

4a2alo VERBREKING VAN DE PRIMAIRE STRUCTUUR DOOR PAN= 

CREAS DESOXYRIBONUCLEASEa 

Een willekeurig aantal ketenbreuken kan . bekomen worden 
door incubatie met pancreas desoxyribonucleaseo Praktisch werd 
het experiment als volgt uitgevoerde ~X=DNA monsters werden ge= 
durende verschillende perioden met endonuclease behandeld. De 
re~~tie werd beëindigd door pH=verhoging en complexering van de 
Mg =ionenG Op een staal werd de residuele biologische activiteit 
bepaalde Hieruit kon het aantal letale "hits" m berekend wordeno 
De rest van het monster diende voor de analyse van de fysische 
heterogeniteit, door centrifugatie na behandeling met formalde= 
hydeo 

De resultaten zijn voorgesteld in figuur 23Q De abscis=waar= 
den zijn telkens de letale 11hi ts 11 per molecule, terwijl in ordi= 
naat de relatieve hoeveelheden S en S zijn afgebeeldo Hierbij 
dient nog opgemerkt dat het cont~ole-p~eparaat slechts voor 72 % 
uit S1 bestonde Teneinde de resultaten vergelijkbaar te maken 
met de theoretische curven, die vertrekken van een homogene po= 
pulatie, werd aangenomen dat in het controle-preparaat reeds ge= 
middeld 0,33 ket&nbreuken hebben plaats gegrepeno(m = =2,3 log 
0,72 = 0,33)o De m-waarden van de andere monsters werden dan ook 
met eenzelfde bedrag verhoogdo De waarde van de sedimentatie~co= 
efficiënt der beide componenten was onafhankelijk van de enzyma
tische degradatie, en bedroeg respectievelijk voor s1 13,6 ; 
14,o ; 13,5 ; 14,2 ; 13,5 ; 13,5 ; 14,o ; 13,6 ; 14,I en ·13,9, 
en voor s2 12,3 ; 12,8 ; 12,1 ; 12,5 ; 11,9 ; 12,1 ; 12,3 ; 
12,5 ; 12,3 en 12,lo 

Uit de resultaten volgt vooreerst dat het gehalte 81 nauw 
de curve Po = e-m volgto Dit betekent dat iedere letale nhit", 
in dit experiment te identificeren met een ketenbreuk, het weg
vallen van een S -molecule voor gevolg heefto Men mag dus be
sluiten dat enket en alleen s1 de drager is van de biologische 
activiteit. 
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Figuur 23 : De ~ysische samenstelling van ~X-DNA in functie van 
de ketenbreuken door endonuclease- behandelingo 

De curven zijn theoretische fUncties, berekend op basis van de 
Poisson-vergelijking : 

p = e'""m ; gehalte intacte moleculen (in percent) in een 
homogene populatie polymeren onderworpen aan willekeurige 
ketenbreuken, in functie van het gemiddeld aantal dezer 
"hits'' o · 

--- p1 = e-m m ; overeenkomend gehalte moleculen met één keten~ 
breuko 

Experimenteel gedeelte : ~-DNA monsters werden tot verschillende 
graden geinactiveerd door behandeling metpancreas desoxyribonu
clease, zoals beschreven in de legende van figuur 22o Op een ge= 
deelte (50 ~1) werd de residuele biologische activiteit bepaald, 
en de rest (950 \Ü) diende, na behandeling met .formaldehyde , voor 
rysische karakte~isering door analytische ultracentrifUgatieo 
De letale "hits" per molecule (abscis), bepaald op basis van de . 
overblijvende, biologische activiteit, zijn te vereenzelvigen 
met ketenbrenkano De overeenkomstige, relatieve hoeveelheden s1 en s2 (respectievelijk sneller en trager migrerende, homogene 
component) zijn naast elkaar uitgezet in ordinaato Alle abscis
waarden zijn gecorrigeerd voor de 0,33 ketenbreuken, welke voor= 
kwamen in het onbehandeld ~-DNA monstero 
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He t gehalte S blijkt eerst te sti j gen om na één nhit'! per 
mole~ule ongeveer àe maximum waarde van 37 % te berej.ken,. en b" j 
verdere hydrolyse te dalen, maar nochtans in absolute '"aarde gr~.. · 
t e r te blijven dan SJ~ Het verloop volgt zeer dicht de th~ore~ 
tische functie p = ~ m m, zodat mag~besloten worden dat S het 
eerste degradati~produlrt vanS iso Het feit dat het gehalte S 
na één "hit" per molecule zeer1dü'!hL het berekende maximum ben&~, 
dert, betekent daarenboven dat praktisch geen veranderi11g in mo·· 
l eculair gewicht optreedt bij de overgang van S1 tot S? o Aa.ngee~ 
zien S na een gemiddelde van één "hi t" per mole-cule 'Göch nog 
verder2de berekende curve volgt, betekent dit ook dat de keten
br euken volledig willekeurig v-erdeeld zijno In andere woorden 
de waarschijnlijkheid van een tweede 11hi t'r is even groot als van 
de eerste o 

Op te merken valt dat alle centrifugatie-beelden slechts 
twee gr~nsvlakken vertoonden~ zodat mag besloten wqrden dat en · 
kel twee fysisch homogene componenten voork\vamen., Twee of me~r 
ketensplitsingen leidde bijgevolg tot fragmentatie der moleculen " 

Bij het zoeken naar een model, dat aan voornoemde ei sen vol~, 
doe t, was het ons niet mogelijk een andere structuur te bedenken 
dan een ring9 Bij opening om het even waar in de cirkel verkr ijgt 
men een rechte keten , met hetzelfde moleculair gewicht, en a l de 
dusdanig gevormde moleculen zijn fysisch identieka Een twe ede 
br euk leidt evenwel tot een verdeling van degradatieprodukten me t 
verschillende ketenlengtene 

Een a l ternatief model kan bi jvoorbeeld bedacht v/Orden o Men 
kan veronderstellen dat s1 een rechte ke t en zou zijn ~ en da t e r 
op een bepaalde plaats, dicht bij de terminus zi ch een binding 
zou bevinden welke noodzake l ijkerwijze eerst moe t ge splitst wor~ 
den door de pancreas de soxyribonuclease = met vor ming van S ~
voora leer verdere enzymat i sche act ie kan pl aats gr ij pen (z i~ on
derst aand schema ) 

+ x 
P.,DNase 

) degradatie produkten 

Benevens het f eit dat geen aanWlJZlng bestaat voor het brokst uk 
X, is dit model volkomen onaan~-aardbaar wegens het select ief 
karakter van de eer ste kettingbreuk o I mmers (a ) de specificiteit 
van pancreas desoxyribonuclease is seder t vele jaren grondig be ~ 
studeerd geworden , en er blijkt absoluut geen selectiviteit t e 
bestaan voor bepaa lde nucleotideopeenvolgingen (KUNITZ , 1950 ; 
SINSHEIMER , 1955 ; VANECKO en LASKOWSKI, 1961 ~ LASKOWSKI , 19ol ; 
RALPH eoa c, 1962 ; HURST en BECKING , 19ö3), (b J een. monopolie 
van een eerste kettingbreuk veronderstelt da t de reactie in ze
kere mate verschillend is van deze der volgende "hit s" ; dit 
strookt evenwel niet met de vaststelling dat de waarschijnlijk= 
heid van de eerste ketenbreuk gelijk is aan deze der volgende , 
(c) de statistische verdeling der splitsingen over de ganse 
l engte der ketens werd experimenteel aangetoond (zie sectie 
5o l olo)o 

4o2 .. 2o VERBREKING VAN DE PRIMAIRE STRUCTUUR DOOR 

VERWARMINGa 

In vorige sectie werd a&ngetoond dat de enige structuur· 
die de fysische heterogeniteit kan verklaren, een cirkelvormige 
biol ogisch actieve component is, tenzij in het zeer onwaar-
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schijnlijk geval dat pancreas desoxyribouuclease op een sele~tie= 
ve plaats van de keten zou inwerken, alvorens tot verdere degra= 
datie te kunnen overgaano Deze laatste opwerping kon DOg op een 
andere wijze onderzoeht wordene 

Het experiment werd in principe op dezel.fde wijze uitgevoerd 
als beschreven in secties 1t-o2.0o en lf-o2olo~ uitgezonderd dat de 
ketenbreuken niet werden verkregen met pancreas desoxyribonucle= 
ase, maar integendeel door verwarming bij 98,20C en pH 9,0. Bij 
deze hoge temperatuur is een beperkte secondaire structuur, wel
ke eventueel de selectiviteit van de enzymatische at'braak zou 
moeten verklaren, totaal uitgeslotene 

De resultaten zijn voorgesteld in figuur 24o De overeenkomst 
tussen de relatieve hoeveelheden s1 en S? en de theoretische cur
ven is iets minder bevredigend dan in vorig experiment {.figuur 
23), maar blijft niettemin binnen de aanneembare f'outengrenso De= 
ze grotere spreiding dient toegeschreven te vcrden aan het feit 
dat het ~=preparaat 5, vaarover vij op dat tijdstip beschikten, 
van slechtere kwaliteit waso Het onbehandelde controlemonster be= 
stond sleehts voor 34,9 %uit s,i hetgeen wijst op een gemiddel= 
de van 1,05 "hits" per RJX=DNA ma eeule o Ook in deze proeven was 
de sedimentatie-coëfficiënt onafhankelijk van de degradatie en 
bedroeg respectieveliJk voor St 12,8 ; 13,0 ; 13,2 ; 12 28 en 13 71 
en voor S 11,4 ; 11,5 ; 11,5 11 3 en 11 2 (deze vaaruen zijn 
iéts lage~ dan deze vermeld in sectie ~o2oio, wegens de enigszins 
geringere ionensterkte van het gebruikte oplosmiddel)o 

Uit de gegevens voorgesteld in :iguur 2lt- kan niette~ afge
leid worden dat s1 _daalt zoals verwacht voor de infectleve compo= 
nento Bijgevolg le1dde iedere letale "hit" tot ketenbreuk (deze 
vaststelling is in schijnbare tegenstell1Dg met sectie 3a4.2e, 
waar aangetoond werd dat bij pH 1, 5 verwarming bij een hogere 
temperatuur nodig is voor ketenbreuk dan voor biologische iDaccb 
tivatie ; bij pH 9,0 eehter verloopt de depurinatie veel lang= 
zamer, en wordt ogenschijnlijk onmiddellijk gevolgd door keten= 
splitsing, een reactie welke niet in dezelfde zin door de pH be'"" 
invloed vordt ; zie ook de vergelijkbare reactiesnelheid voor de= 
purinatie bij pH 9,0 en voor ketenbreuk bij pH 1,5 in tabe1 6, en 
de invloed van formaldehyde op de gedepurineerde schakels in sec~ 
tie 4a3 .. 0. )o Bij geringe degradatie wordt een verhoging van S? 
vastgesteld, welke nadien daalt in overeenstemm:Lng met de runetie 
p1 = e-m mo Hieruit volgt dat de kans voor een tweede ketenbreuk 
e?en groot is als voor de eerste, hetgeen een eerste exelusieve 
splitsing u1 tslui t o Bijgevolg mag de ringstructuur voor S en de 
overeenkomstige open keten vorm voor s2 als bewezen besehAu;d wor
deno 

~o3o C 0 N T R 0 L E P R 0 E V E No 

4.3e0o HET VOORKOMEN VAN LABIELE SCHAKELS. 

Indien s2 een open keten structuur bezit, mag men verwachten 
dat het zo11 hydrolyseerba.ar zijn door Eo eoli fosfodiësteraseo 
Dit bleek evenvel niet helemaa~ bet geval te zijno.Voor deze 
proeven werden monsters genomen Tan hetzelfde experiment a!s 
voorgesteld in figuur 8o Na 1 uur was de enzymatische reactie 
praktisch reeds beëindigd, en een monster werd geanalyseerd na 
behandeling met formaldehyde o Een tweede monster, na 8 uur, werd 
geanalyseerd zonder formaldehyde- behandeling o Zoal.s hoger ver
meld (sectie 4oOo, en diagram 2) sedimenteren onder deze voor .... 
vaarde 81 en S? samen7 aangezien ze beide een compacte, statis= 
tisch-klnwenstruetuur hebbene Materiaal met twee of meer keten.= 
breuken migreert evenwel tragere 
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Letale "hits"/molecule 

Figuur 24 : De fysische samenstelling van ~X-DNA in functie van 
de ketenbreuken door warmte-behandelingo 

De curven zijn dezelfde theoretische Poisson-functies als beschre~ 
ven in de legende van figuur 23o 
Experimenteel gedeelte : Het experiment is analoog met dit voorge~ 
steld in figuur 23, uitgezonderd dat de ketenbreuken werden verkre= 
gen door verwarming, in plaats van door behandeling met een endo= 
nucleaseo 
200 ~1 reactiemengsel, bevattend 3~ ~g ~X-DNA (preparaat 5), 0,025 M 
glydineburfer pH 9,0, 5 x l0-5 M EDTA en 0 025 M NaCl, werd gedu
rende een bepaalde tijd bij 98,2°C verwa~, en snel gekoeldo Hier= 
op werd 800 ~1 0 7l M kaliumfosfaatbuffer pH 9,0 toegevoegdo De over
blijvende biologische activiteit en de fysische samenstelling wer= 
den bepaald zoals beschreven in de legende van figuur 23& 
Alle abscis- waarden zijn gecorrigeerd voor de 1,05 ketenbreuken, 
welke voorkwamen in het onbehandeld ~X-DNA monstero 



Tabel 8 g Fysische heterogeniteit na behandeling met Eo coli fos~ 

fodië sterase o 

Zelfde experiment als voorgesteld'. in figuur 8o 

(a) Berekend op basis van de chemisch bepaalde, vrijgestelde mo= 
nonucleotiden (Figc 8 ) o 

De resultaten, voorgesteld in tabel 8 5 tonen aan dat door 
het enzyme slechts ongeveer 1/6 van de hoeveelheid S tot mono= 
nucleotiden werd omgezeto De vastgesteld~hydrolyse g~schiedde 
grotendeels ten koste van de degradatieprodukten, welke evenwel 
slechts voor ongeveer 50 % werd0n afgebroken (dit effect wordt 
verder behandeld in sectie 5)o verigens is de chemisch bepaalde 
hydrolysegraad in goede overeenstemming met deze berekend op ba= 
sis van het sedimentatiegedrago 

Men kan nu terug opwerpen dat S wel overeenkomt met de 
open keten, maar een fosfaatgroep dr~agt op de terminale C'~-Ofl 
functie (zie sectie 2o0o2o)e Teneinde dit te testen werd eert 
~X-DNA monster gedurende 2~ uur met een overmaat bacteriële alka= 
lische fosfatase geincubeerd, en daarna behandeld met E· coli 
exonuclease, zoals beschreven in experiment B van figuur 10 (sec= 
tie 2.0o2a)o Analytische ultracentrifugatie toonde evenwel aan 
dat hierdoor nagenoeg geen verandering optrad in de relatieve 
hoeveelheden S en S g In een eerste experiment bedroeg de ver
houding Sl/S? ~s55 ih vergelijking met 2z~+ voor de controle (al
leen met E. ~oli fosfodiësterase behandeld)~ in een tweede ex~ 
periment respectievelijk 3 50 en 3~3o 

Bijgevolg komt men voor S tot ongeveer hetzelfde dilemma 
als in sectie 3 ., o a uitgelegd ;€rd voor het ganse i}X-DNA preparaat o 

Ofwel moet men aannemen dat de C' -OH terminus omwille van base· .. 
interacties niet voor enzymatischJ reactie beschikbaar is, ofwel 
is s2 onder de voorwaarden van de enzymatische incubatie niet in 
de open keten vorm (vide infra)o 

Men kan zich voorstellen dat in het normale oplosmiddel (een 
ionensterkte van minstens 0?1 is nodig teneinde de biologische 
stabiliteit te verzekeren) de ketenuiteinden als het ware in het 
binnendeel van de statistische kluwens ingevroren zijn~ Een ~X= 
DNA molecule, welke enkele ketenbreuken ondergaan heeft, zou on~ 
der deze voorwaarden niet uiteenvallen, maar als een deeltje, 
samengehouden door secondaire bindingen, bewaard blijven " Dena~~ 
turatie, hetzij met formaldehyde hetzij met alkali, zou dan le~= 
den tot het configurationeel onderscheid tussen S en S en tot 
fragmentatie van de ketens, die op twee of meer pfaatse~ onder= 



breken zijna Dergelijke verborgen ketenbreuken schijnen te be~· 
staan in macromoleculair RNA (SPIRIN, 196l )o Dat een complex, 
samengehouden door secondaire bindingen, toch zeer stabiel kan 
zijn, en zich in alle fysische opzichten als een covalent gebon~ 
den molecule kan gedragen wordt bijvoorbeeld aangetoond door het 
complex bekomen na behandeling van pancreas ri bonuclease met sub-. 
tilisir~ Dit bestaat uit een S- peptide van 20 aminozuren en een 
S=proteïne, dat de rest van het origineel molecule bevat v Na de= 
naturatie {ureum, trichloorazijnzuur) kunnen beide componenten 
gescheiden ~orden , maar onder fysiologische voorwaarden vormen 
zij een sterk gebonden complex , dat fysisch en enzymatisch nage= 
noeg niet van een intact enzyme te onderscheiden is (RICHARDS, 
1955 ; RICHARDS en VITHAYATHIL, 1959 ; V.ITHAYATHIL en RICHARDS, 
1960 ) 0 

Het al of niet bestaan van verborgen kettingbreuken in ~X~ 
DNA kan getest worden door behandeling_ met enzymepreparaten ~ De 
biologische - inactivat~e hierdoor veroorzaakt is enkel en alleen 
te wijten aan fosfodiesterhydrolyse e Bijgevolg kan het gemiddeld 
aantal ketenbreuken gelijk gesteld worden aan het aantal letale 
11hi ts", micro biologisch bepaald o Indien g_een complexen bestaan, 
zou de homogene component zichtbaar bij ultracentrifugatie in 
0,1 M bufferoplossing , alleen samengesteld zijn uit de cirkelvor~· 
mige S en de open keten S , aangezien beide eenzelfde moleculair 
gewicht en een compacte st&tistisch~·kluwenstructuur hebben (een= 
voudigheidshalve wordt hier alleen gehandeld over S?, gevormd tij~ 
dens de enzymatische reactie ) a De som van de homogene component 
kan bijgevolg berekend worden op basis van de residuele biolo= 
gische activiteit en is gelijk aan p + p = e=m (1 + m) o De re= 
sultaten~ voorgesteld in tabel 9, toRen a~n dat deze berekende 
waarden 1nderdaad in overeenstemming zijn met deze bepaald door 
directe fysische meting a Bijgevolg valt een ~X=DNA kete11, welke 
twee of meer ketenbreuken heeft ontvangen, uiteen, zelfs in een 
oplosmiddel waar niet=specifieke base~interacties veelvuldig 
voorkomen a 

Tot eenzelfde besluit leidt overigens het experiment 
voorgesteld in figuur 9 (sectie 2 oO.l o) o Een geringe degradatie 
met pancreas desoxyribonuclease was voldoende om C 1 ~-0H keten~ 
ui~einden in vrijheid te stellen, welke door de E. ~oli fosfo= 
diesterase werden aangetaste 

Bijgevolg dient men een onderscheid te maken tussen de S = 

moleculen welke werkelijk in de .. open keten vorm voorkomen, en2 
dan ook door de Eo coli fosfodiesterase kunnen worden omgezet 
(zie ook sectie 5el.Oo ) , en degene waarvan de open keten vorm 
slechts werd aangetoond na denaturatie met formaldehyde of al
kalio De S -fractie welke reeds in de controle ~X-DNA preparaten 
aanwezig i~ ~ eenvoudigheidshalve de endogene S genoemd, is gro= 
tendeels resistent tegenover de Eo coli fosfodfësterase (zie ho·= 
ger) en behoort tot deze tweede categorieo 

Waaruit bestaat nu dit letsel van het polymeer, welke niet 
gepaard gaat met een kettingbreuk ? Uit de gegevens vermeld in 
sectie 3o4o is het duidelijk dat .alleen depurinatie hiervoor in 
aanmerking komto In een neutrale zoutoplossing zou de ringstruc
tuur bewaard blijven, zelfs na het verlies van meerdere purineno 
Bij het uitrekken van de moleculen echter, zoals geschiedt in 
formaldehyde of· in alkali, zou de keten op de verzwakte, gede~ 
purinearde plaatsen openspringene 

Deze veronderstellingen worden bevestigd door de gegevens 
vermeld in tabel lOo Een ~X-DNA monster werd geïnactiveerd door 
incubatie in zuur milieu (experiment l)o Onder deze voorwaarde 
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Tabel 9 : Ultracentrifugatie na behandeling met endonucleaseno 

Ongeveer 25 pg ~X-DNA werd behandeld met pancreas desoxyr1bonu~ 
clease of met enzymepreparaten welke een centaminerende endonu= 
clease bevatten (zie secties 2o0o2o ; 3o3o en 2alQOo)o De enzyma
tische reactie werd gestopt door het toevoegen van een geschikte 
buffer (A 0,1 M natriumfosfaat pH 7 , 0 + 0,002 M EDTA ; B 0,22 M 
NaCl + 0,01 M Trisbuffer pH 8,1 ; C 0,08 M kaliumfosfaat pH 9,0)o 
Ieder ultracentrifugatiebeeld toonde slechts één homogene compo
nent, waarvan de hoeveelheid werd bepaald in vergelijking met 
een controle, onder dezelfde voorwaarden behandeld maar zonder 
enzyme .. 

! 
foverblij= Berekende fEnzymepreparaat Oplos= Homogene 
vende bio- middel component waarde (x~ 
logische sl + s2 
activiteit 

% % % 

E .. coli fosfatase 42 A 62,8 78,4 

~creaw desoxyri- 37 B 80,1 74,0 
1 nuclease 

~langengift diës- 17 A 4978 43,5 
era se 

kalfsmilt diëste= 1,4 c 0 7,5 
I 

jrase 

(x) sl + s2 = e~m(l+m) (waar m microbiologisch bepaald werd)o 

bestaat de enige wijziging van covalente structuur in depurina~ 
tie (TAMM e.ao 2 1952 en 1953)o Bij centrifUgatie in een zoutop
lossing bleek aat inderdaad absoluut geen fragmentatie had 
plaats gegrepen• Dit betekent dat de ringstructuur behouden 
blijft, zelfs na verlies van meerdere purinena Na behandeling 
met formaldehyde zoals beschreven in sectie 4aOo viel de macro
moleculaire structuur grotendeels uiteen (in het geval van ver= 
gevorderde depurinatie blijkt de ketenbreukreactie, veroorzaakt 
door de formaldehyde, niet volledig te zijn verlopeno 

Na verwarming onder voorwaarden waarbij vooral depurinatie 
maar ook fosfodiësterhydrolyse plaats greep_ (zie sectie 3a4o2o) 
bleven een groot gedeelte der ketens nagenoeg hun oorspronkelijk 
moleculair gewicht behouden, desondanks het feit dat er praktisch 
geen aan de depurinatie ontsnapt waren (Tabel 10, experiment 2)o 
Ook in dit geval leidde behandeling met formaldehyde tot frag
mentatieQ In experiment 3 werden twee monsters geanallseerd, die 
door behandeling met isobutanol gedeeltelijk waren ge~nactiveerd 
gewordeno Alhoewel het mechanisme der depurinatie in dit geval 
niet duidelijk is, blijkt dat geen ~w~~ing voor biologische 
inactivatie kon teruggevonden worden biJ centrifugatie in de 
fosfaatbuffero Na behandeling met formaldehyde echter was elke 
letale 11hit 11 verantwoord door een fysische ketenbreuko 

Bijgevolg mag besloten worden dat in ~X-DNA letale depu
rinaties kunnen optreden, zonder dat hierdoor verbreking van 
de ringstructuur plaats grijpto Het openen van de keten op deze 
gadepurinearde plaatsen bij analyse in alkali ligt in de lijn 
der verwachtingen, aangezien apurinezuur zeer labiel is bij ho= 
gere pH (TAMM e.a., 1952 en 1953 ; zie sectie 3o4a4o)o Het bre
ken van dergelijke zwakke schakels door formaldehyde werd tot 
nog toe niet beschreven .. Alhoewel het juiste reactiemechanisme 
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Tabel 10 : Ultracentrifugatie na depurinatie a 

De mc=DNA monsters, behandeld zoals aangegeven, werden geanaly= 
seerd in 0,1 M fosfaatbuffer pH 7,0 + 0,002 M EDTAa De hoeveel= 

' heid S + S werd berekend op basis van de residuele biologische 
activiteit tzie tabel 9)a Na sedimentatie werden de ~X-DNA mon= 
sters hergesuspendeerd, behandeld met formaldehyde onder stan~· 
daard voorwaarden, en opnieuw geanalyseerd door ultracentrifuga= 
tieo 

~peri- !Behandeling Over blij~ Homogene Berekende IExperimen= 
ment vende bio- component waarde 

logische 81 + 82 
activiteit -

% % % 

1 pH 2 19 (a) l o,o3 104,5 o,3 

2 ~erwarming(b <o,l 56,7 (0,8 

3 ~soblltanol(cl 20,9 101,2 53,? 
~sobutanol(c 23,5 100,6 5?,6 

~ 

(a) 15 uur incubatie in 0,1 N azijnzuur bij 300C 
(b) 10 mino bij l00°C en pH 7,5 

teel ge= 
vonden (in 
CH20) 

81 + s2 
% 

28 , 3 

22 , 6 

51 , 6 
47 , 5 

(c) herhaaldelijk~extracties zoals beschreven in sectie 3olo 

in dit geval niet bekend is, lijkt het wel aanvaardbaar dat in 
een ~-DNA molecule, waar alle base- interacties uitgesloten 
zijn zodat aanzienlijke spanning optreedt wegens de electro= 
statische afstotingen, de zwakke, gadepurinearde schakels ver= 
breken wordeno 

4.3 olo DE ENDOGENE 82-COMPONENT o 

Herhaaldelijk werd vastgesteld dat zelfs vers bereide 
~-DNA preparaten een bepaalde hoeveelheid S? en trager migre~ 
rende brokstukken bevatteno Men kan zich nu afvragen of het 
hier gaat om een degradatie van de infectleve S -moleculen 
tijdens de isolatie van het viraal DNA, ofwel ot de 8 -molecu
len eventueel overhaastig als open ketens in een viru~mantel 
werden gehuld, zonder dat de laatste stap in de synthes~namelijk 
de ringsluiting,volledig wasoDe trager migrerende moleculen kun
nen misschien afkomstig zijn van cellulair waardcel DNA, dat aan 
de virusdeeltjes is blijven kleven (deze veronderstelling is 
overigens zeer weinig waarschijnlijk in het licht van de uitge
breide zuiveringsmetboden - zie secties l.OoOo en loOolo)o 

In de veronderstelling dat de virussen v66r isolatie alleen 
intacte, cirkelvormige moleculen bevatten, en dat nadien, op ba
sis van een statistische verdeling, letale "hits" (depurinaties 
of fosfodiëstersplitsingen) hebben plaats gegrepen, kan men voor 
elk ~X-DNA preparaat berekenen op basis van de hoeveelheid over
blijvende 81 moleculen, welke de relatieve concentraties zouden 



zijn van de één "hit" en de twee of meer 11hits11 fracties (m wordt 
b~end op basis van p = e=m, waarin p gelijk is aan de frac= 
tie s

1 
; vervolgens wo~dt s2 berekend~ Hamelijk p1 = e-m m en de 

degraaatieprodukten Px = 1·= (p
0 

+ P1 J)o 

Tabel 11 : De fysische heterogeniteit van verschillende ~X=DNA 
preparateno 

Ieder preparaat werd geanalyseerd na behandeling met formaldehy= 
de. De berekening van de verwachte hoeveelheden S? en degradatie= 
produkten op basis van de fractie s1 wordt in de ~ekst beschre~ 
veno 

~X=DNA preparaat % sl % s 2 I % Traag 
nr Gevonden Berekend,GevondenJBerekend 

3 64,5 19,7 28,3 15,8 7'J2 

5 36,3 34,2 36,8 29,5 26,8 

6 72,2 18,9 23,~ 8,8 4,3 

De resultaten, voorgesteld in tabel 11, tonen aan dat bin= 
nen de bereikbare nauwkeurigheid, bevredigende overeenkomst be= 
staat tussen de berekende waarden en deze experimenteel gevon~ 
deno Dit is een goede aanwijzing om aan te nemen dat tenminste 
op een zeker ogenblik in het verleden, al het viraal DNA een ho
mogene populatie van intacte ringvormige moleculen, overeenkom~ 
stig met S , heeft uitgemaakto Het ligt dan ook voor de hand om 
te besluit~n dat de inactivatie alleen tijdens de zuivering van 
het virus en de isolatie van het ~X-DNA heeft plaats gegrepeno 

4o3 .. 2o HET ZUIVEREN VAN DE CIRKELCOMPONENTo 

Aangezien de endogene S -component grotendeels in de gede
purineerde cyclische vorm vo6rkomt (zie sectie 4o3o0o ) is de se= 
lectieve verwijdering niet eenvoudigo In principe zou men deze 
kunnen tot de open ketenvorm omzetten door behandeling met for
maldehyde a Onder die voorwaarden bleek evenwel onomkeerbare in= 
activatie op te treden, hetgeen niet onverwacht was de vele re= 
acties in aanmerking nemend welke door formaldehyde kunnen be~. 
werkstelligd worden (zie sectie 3o2o0o)o 

Overigens wordt formaldehyde veelvuldig als kiemdodend mid= 
del gebruikt. Het is dan ook merkwaardig dat wij desondanks een 
geringe reactivatie konden aantoneno Inderdaad, na behandeling 
van ~X-DNA monsters met een overmaat formaldehyde gedurende ver
schillende dagen, en na wegdialyseren van de vrije en omkeerbaa~ 
gebonden formaldehyde (1 maal tegenover 0,1 M NaCl + o,oo4 M 
K HP04 en 3 maal tegenover 0,066 M glycinebuffer pH 9,2 + 0,001 M 
MgC12 ) leek alle biologische activiteit verloreno Door verwarming 
van ae oplossing gedurende 3 min~ bij 100°C bleek echter een &e= 
ringe react3vatie op te tredeno Alhoewel deze slechts 2 x lo-? 
tot 6 x 10- bedroeg in vergelijking met de onbehandelde standaard 
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en chemisch onbeduidend is, kan deze vaststelling van bijzonder 
belang zijn in het kader van de desinfecterende eigenschappen 
welke aan formaldehyde worden toegeschreveno (Onafhankelijk van 
ons werd door HASELKORN en DOTY, 1961, vastgesteld dat met for= 
maldehyde behandelde poly.nucleotiden na dialyse ~ verwarming 
terug het vermogen verkrijgen om complementaire, dubbele stren~ 
gen te vormen) " 

Een betere methode om gedepurineerde, cirkelvormige molecu .... 
len te openen, is behandeling in licht alkalisch middeno Een 
~-DNA oplossing werd gerncubeerd bij pH 11,0, een oplosmiddel 
in hetwelk S trager migreert dan S , en bijgevolg in de open ke= 
ten vorm voo~komt (zie tabel 7)o Na1daling van de pH tot 9,5 en 
toevoeging van MgC12 werd verder geïncubeerd met een overmaat 
E~ coli fosfodiësteraseo Hierna werd het monster terug in de pH 
11,0-buffer gebracht en geanalyseerd in de ultracentrifugeo Ty= 
pische beelden zijn voorgesteld in figuur 25a Het is duidelijk 
dat door deze behandeling inderdaad de s2~component verdwenen iso 
Deze selectieve hydrolyse van S is een n1euw bewijs voor de cir= 
kalstructuur van s 1 en de overe&nkomstige open keten vorm van S2 o 
Tevens toont figuur 25 aan dat ondanks de alkalische voorbehande= 
ling de trager migrerende degradatieprodukten niet volledig door 
het enzyme werden verwijderd. De reden biervoor wordt behandeld 
in sectie 5 o 

In deze sectie worden de argumenten samengevat welke tot de 
vaststelling van een cirkelstructuur voor de infeetieve ~X=DNA 
moleculen geleid hebben. Het belang van deze ontdekking wordt in 
sectie 6 besproken. . 

Vooreerst werd aan de hand van enzymologische onderzoekingen 
tot de bevinding gekomen dat de infectleve ~X-DNA ketens eind
standige nn~le0tiden missen (sectie 2)o Dit geldt zowel voor de 
hypothetische C' -OH als äe C'~-OH terminus (Fig. 3)o Aannemende 
een lineaire DNAJketen, kan men zich twee verklaringen voorstel= 
len : ofwel begint en eindigt de keten op een fosfomonoëster~c~ 
tie, ofwel zijn_de uiteinden niet voor de geteste enzymen toe
gankelijk wegens een regionale, secondaire structuuro Verschil= 
lende lijnen van onderzoek toonden de onjuistheid van deze hy= 
pothesen aan {secties 2 en 3)o Een andere mogelijkheid is dat de 
terminale nucleotiden zouden gesubstitueerd zijno Evenwel kon 
chemisch en enzymolog~geen aanduiding gevonden worden voor 
niet-nucleotide materiaal (SINSHEIMER, 1959 b ; GUTHRIE en 
SINSHEIMER, 1960)o Ook is het waarschijnlijk dat de meest voor 
de hand liggende substituanten, zoals bijvoorbeeld acyl-groepen, 
eerder labiel zouden gebonden zijn, hetgeen niet met de stabili
telt van infectlef ~-DNA tegenover verwarming of behandeling in 
alkalisch milieu strookt (secties 3o4o en ~olo)o Bijgevolg is 
een cyclische structuur voor infectiet ~X-DNA een zeer aanvaard~ 
bare uitlego · 

Maar benevens deze negatieve aanduidingen, _kon de cirkel=hy= 
pothese door direct ~ysisch onderzoek bevestigd worden {sectie ~)o 
Reeds door SINSHEIMER (1959 b) was aangetoond geworden dat ~X
DNA preparaten, gec~ntrifugeerd onder voorwaarden waarbij strek
king der ketens optrad, heterogeen wareno In feite zijn ·drie 
fracties te onderscheiden : een homogene hoofdcomponent s 1 , een 
homogene component S , die met een 10 % lagere snelheid migreert, 
en trager sedimenter~nde degradatieprodukten met een statistische 
verdeling van ketenlengteno Het lag dan ook voor de hand een ver
band te zoeken tussen de afwezigheid van ketentermini en deze fy= 
sische heterogeniteito 
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lol 

(b) 

Figuur 25 z De selectieve verwijdering van de S2-component door 
behandeling met de Eo coli exonuclegseo 

Ieder monster (1 ml) ~vatte 0 ,o4 M natriumcarbonaatbuffer pH 11,0 
0,01 M NaC11 1,5 x 10- M EDTA en 30 pg ~ó..DNA (preparaat 6), be~ 
hande1d zoa~s hieronder beschreveno De analytische u1tracentrifu= 
gatie verliep van links naar rechts bij 56°100 topomo De hier 
voorgestelde curven zijn registraties, bekomen met een densito
meter, van de opnamen gemaakt na 56 mino centrifugatie (zie sec= 
tie 1.1.2.1. en figuur 4, a en b)o 

De hoofdcomponent zichtbaar in figuren a en b, is S (cirkel), 
en de tweede component, welke ontbreekt in b, is s2

1(rechte keten)o 
a) Controle : Het ~X-DNA monster werd onmiddellijk gecentrifugeerd 

in de carbonaatbuffer-NaCl-EDTA oplossingo 
b) Behandeling met de exonuc1ease : Het i}X-DNA monster werd gedu

rende 2 uur bij 300C gepreincubeerd in 150 ~1 carbonaatbuffer 
NaCl-EDTA oplossing o Hierop werd het mengsel verdund tot 300 P.l 
door toevoeging van glycinebuffer (eindconcentratie o,o66 M en 
resulterende pH 9 5), MgCl (eindconcentratie 1 x 10-.) M) en 
Eo eoli fosfodiës!erase {e~ndconcentratie 166 ~ml)o Het re= 
actiemengsel werd gedurende 5 uur ge!ncubeerd bij 30°~ waarna 
700!1 0,05 M natriumcarbonaatbuffer pH 11,0 + 2 x 10 M EDTA 
wer toegevoegdo Vervolgens werd 12 uur gedialyseerd bij OCC te= 
genover de hoger vermelde carbonaat-NaCl~EDTA oplossl ng, en 
geanalyseerd door ultracentrifugatieo 
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In normale bufferoplossingen · (ionens.terkte 0,1 of hoger), 
waar e'nkelstrengige polynucleotiden een tamelijk compacte , sta~, 
tistisch-kluwenstructuur hebben, is S niet van S te onderschei= 
dena Bijgevolg is een verschil in mol~culair gewi!ht praktisch 
uitgesloteno De tragere sedimentatiesnelheid van s2 na ontrafe= 
len der ketens, moet dan ook gezocht worden in een vormverande
ringe Hoe kan men nu verklaren dat van twee niet=vertakte poly= 
mere ketens met gelijke lengte er één meer kan uitgerokkP.n wor
den dan de andere ? Het meest logische antwoord is dat de ene, 
namelijk s1 , een cirkelstructuur heeft waardoor het meer ineenge
sloten bliJft, minder hydrodynamische weerstand biedt, en dus 
sneller migreert in vergelijking met de overeenkomstige open ke~ 
ten vorm, namelijk S2 o 

Vooreerst werd onderzocht of het verschil tussen S1 en s2 wel gebaseerd is op de primaire, covalent- gebonden stru~tuura 
Dit werd bevestigd door centrifugatie in media waarin secondaire 
bindingen in DNA uitgesloten zijn (bij hoge pH of na verwarming 
met formaldehyde)a Onder deze voorwaarden bleef niettemin het 
onderscheid tussen sl en 82 lavantitatief bewaard (sectie 4 . lo0o)o 

Gezien de hoge graad van structurele orde in de kleine vi= 
russen (zie sectie Oa2o en Oa3o) en het feit dat onder optimale 
voorwaarden nagenoeg ieder 0X,,·virusdeeltje tot infectie kan aan .. 
leiding geven, is men geneigd aan te nemen dat in de volledige 
virussen origineel slechts intact, homogeen DNA aanwezig waso 
Het ontstaan van S? en de trager migrerende degradatieprodukten 
zou dan te wijten Zijn aan ketenbreuken (en depurinaties ) opge= 
lopen tijdens de zuivering van het virus en/of de isolatie van 
het viraal DNAo In andere woorden het cirkelmodel biedt het 
voordeel een uitleg te verschaffen voor het bestaan van een twee
de homogene component en van kleinere brokstukken , door enkel 
aan te nemen dat een niet-selectieve degradatie opgetreden is 
(statistische verdeling der "hits"). Met deze veronderstelling 
strookt het feit dat de relatieve hoeveelheden van S en van 
de verdere degradatieprodukten in de verschillende ~t-DNA pre~ 
paraten overeenstemmen met deze berekend op basis van de Poisson 
vergelijking (sectie 4a3ola)o Dit wordt natuurlijk ook bevestigd 
door de bevinding dat slechts de intactei cirkelvormige s1 mole ·
culen biologisch actief zijn {secties 4o olo en 4o2ol~)o 

Het eigenlijk bewijs voor de cirkelstructuur werd evenwel 
geleverd door een studie over de fysische heterogeniteit in 
functie van een verder schrijdende degradatie (sectie l+ o2 o) o 
Hierbij bleek dat de fysisch bepaalde concentratie s1 , inder= 
daad daalde in functie van m, het microbiologisch gemeten, ge ·=
middeld aantal letale "hits" per molecule, zoals theoretisch 
verwacht voor de infectleve componento Ook de component s2 volg~ de getrouw het theoretisch verloopo Hieruit volgt dat (a) S2 ten 
koste van S gevormd wordt door slechts één kettingbreuk, (n) 
bij de reactie s1 ~ S? nagenoeg geen verandering van moleculair 
gewicht betrokken is, en (c) de kans op een tweede kettingbreuk 
even groot is als voor de eersteo Het blijkt nu dat slechts één 
model aan deze gestelde eisen kan voldoen, namelijk een ringstruc= 
~o Na een eerste ketenbreuk wordt een open keten gevormd, die 
bijgevolg een fysisch homogene component is, maar na een tweede, 
even toevallige ketenbreuk, valt het molecule in kleinere stukken 
uiteen. 

De enige alternatieve uitleg om de vorming van S te ver= 
klaren, vereist dat de ketenbreuken niet aan een will€keurige 
verdeling onderworpen zijno In sectie 4o2olo werden verschillende 
redenen opgesomd, die toelaten dit bezwaar te verwerpeno Boven-
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dien wordt enerzijds in sectie 5ololo aangetoond dat de versprei
ding der ketenbreuken door pancreas desoxyribonuclease inderdaad 
statistisch was, en anderzijds werden analoge uitslagen bekomen 
na degradatie met enzyme of door thermische energiea 

Merken wij hier ook op dat de open keten vorm S alleen aan= 
toonbaar is onder enigszins denaturerende voorwaardefi, zoals ho
ge pH of na behandeling met formaldehydeo Het is zelfs waarschijn= 
lijk dat een groot gedeelte van de S ~moleculen, welke in een vers 
bereid 0X-DNA preparaat voorkomen, ifr feite nog de ringstructuur 
bewaard hebben, maar één purine ontbrekeno Op deze plaats is de 
ring gelabiliseerd, zodat hij openbreekt tot een rechte keten bij 
pH=verhoging of formaldehyde inwerkingo 

Tenslotte dient nog vermeld dat het mogelijk was selectief 
de S2=component te verwijdarena Hiertoe werd het 0X=preparaat bij 
pH li met E~ coli fosfodiësterase behandeldo Deze selectieve de
gradatie van S2 is een onafhat~elijke bevestiging van de ring
structuur der Infectleve 0X-DNA moleculeno 
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5a DE D I S C 0 N T I N U I T E I T V A N D E 

=~=================~============================= 

C I R K E Lo 

------------------------
5oOo 0 N D E R Z 0 EK S P 1 A N, 

In vorige secties werd aangetoond da~ de infectieve ~X=DNA 
moleculen covalent-gebonden ringen zijn• ~~n kan zich nu de vraag 
stellen of deze cirkelvormige ketens alleen desoxynucleotide 
schakels bevatten, welke door normale 3',5'internucleotidebin= 
dingen aan elkaar gehecht zijno Dit probleem is van bijzonder 
belang, enerzijds omdat soms verondersteld wordt dat genen of 
"operons 11 van elkaar gescheiden zijn door niet-nucleotide mate= 
riaal of "linkers", zoals peptiden (zie sectie 3o4oOo), en ander= 
zijds omdat het mogelijk is dat de ring gesloten wordt door een 
sluitstuk of gesp, die een bijzondere rol zou vervullen bij de 
replicatieo 

Dank zij het ter beschikking staan van een exclusieve exo~ 
nuclease, namelijk het Eo col! enzyme, was het mogelijk dit pro~ 
bleem experimenteel te onderzeekano In de veronderstelling van 
een continue cirkel, enkel bestaande uit 3',5'-fosfodiësterbin~ 
dingen, mag men verwachten dat één ketenbreuk, waarbij een vrij 
C' 1 =0H terminus gevormd wordt, voldoende is om gans het molecule 
hynrolyseerbaar te maken door de exonucleaseo Bijgevolg zou na 
het beëindigen der enzyme/ werking al het DNA tot · mononucleotiden 
omgezet zijn, uitgezonderd voor de intact gebleven cirkelso Ma= 
thematisch uitgedrukt wordt dit : 

h = 1 - e-m 
0 

waarin h
0 

= 

m = 

percent gehydrolyseerd tot mononucleotiden 
beeld chemisch bepaald) 
gemiddeld aantal ketenbreuken per molecule 
beeld microbiologisch bepaald)o 

(bijvoor= 

(bij voor-

Indien evenwel iedere ring één discontinurteit of gesp be= 
vat, zou de exonuclease, welke een DNA=keten slechts in één rich
ting kan afbreken (Figo 3), hierdoor op een bepaalde plaats ge= 
stopt wordeno De totale hoeveelheid hydrolyseerbaar materiaal na 
een beperkt aantal "hits", zou bijgevolg minder zijno Zo bijvoor
beeld kan de open keten vorm (fractie met één ketenbreuk) slechts 
voor 50 % afgebroken wordeno Het percent hydrolyseerbaar materi
aal wordt in dit geval gegeven door de functie : 

1 ( -m) h1 = l = iii 1 - e 

In het geval van twee discontinuïteiten per keten bedraagt_ 
de fractie hydrolyseerbaar materiaal na een willekeurig aantal 
ketenbreuken nog minder. In het eenvoudigste geval, wanneer de 
twee blokken maximaal van elkaar verwijderd zijn, verkrijgt men : 

h2 = 1 - ~ (1 = e=ml2 )o 

De theoretische curven h f(m), h f(m) en h f(m) zijn in 
figuur 26 weergegeveno In het0 experime!teel gedeefte van het on
derzoek werd nagegaan met welke dezer fUncties de resultaten het 
best in overeenstemming zijno 
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5.lo HE T A A N T 0 N E N V A N E E N D I S= 

C 0 N T I N U I T E I T P E R C I R K E Lo 

5olo0o CHEMISCHE EN MICROBIOLOGISCHE ANALYSEo 

Praktisch werd het experiment als volgt uitgevoerdo ~=DNA 
monsters werden gedurende verschillende perioden geprerncubeerd 
met pancreas desoxyribonuclease, waardoor een bepaald aantal 
~· 1-0H ketenuiteinden gevormd werden• Daarna werd een alkalische 
DUrfer toegevoegd teneinde de endonuclease te inactiveren en de 
gedepurineerde schakels te openeno Vervolgens werd zeer lang ge
incubeerd met een overmaat Eo coli fosfodiësterase, teneinde al
le ketens met een C'~-OH eindgroep volledig te hydrolyseranD Ten
slotte werd het meng~el chemisch, microbiologisch en fysisch ge
analyseerdo 

De resultaten zijn voorgesteld in f±guur 26o Het aantal ke= 
tenbreuken, opgelopen tijdens de prerncubatie, en bepaald op ba-. 
sis van de overblijvende microbiologische activiteit, zijn uitge= 
zet op de abscis-aso De ordinaat-waarden werden berekend op ba= 
sis van chemisch bepaalde, vrijgestelde mononucleotiden, en zijn 
gecorrigeerd voor de ongeveer 18 % hydrolyse vastgesteld in de 
controle preparateno 

Het is verheugend vast te stellen dat er inderdaad een zeer 
goede overeenkomst bestaat tussen de experimentele resultaten 
en één der theoretische curven, namelijk deze voor één gesp per 
ringo (De enige waarneming, welke niet schijnt op de curve te 
liggen, namelijk deze na 0,2 ketenbreuken, is waarschijnlijk ge
steund op een geringe overschatting van de residuele activiteit, 
zoals blijkt uit tabel 12, sectie 5.l.lo)o Het besluit van deze 
experimenten is dan ook ondubbelzinnig : Er is één, en slechts 
één, discontinuïteit per 0X-DNA ringo 

Deze resultaten verklaren ook waarom in vroeger onderzoek 
nooit een volledige afbraak van de degradatieprodukten door de 
Eo coli fosfodiësterase werd verkregen (zie secties 4o3o0o en 
4o3 .. 2o)o 

5ololo FYSISCHE ANALYSEo 

De incubatiemengsels, besproken in vorige sectie, konden 
benevens chemisch en microbiologisch, ook fysisch geanalyseerd 
wordene Door centrifugatie was het mogelijk om op een volledig 
onafhankelijke wijze zowel het gemiddeld aantal ketenbreuken te 
bepalen als het percent hydrolyseo Inderdaad de abscis-waarde m 
kon geschat worden op basis van de residuele hoeveelheid van de 
intacte ringcomponent sl 0 Anderzijds is de totale hoeveelheid 
materiaal, welke in de ultracentrifuge bezinkt, gelijk aan de 
fractie niet-hydrolyseerbaar DNA, zodat in vergelijking met het 
controle -preparaat op deze basis de ordinaat-waarde kon bepaald 
wordeno Een vergelijking enerzijds tussen de microbiologisch en 
de fysisch gemeten ketenbreuken, en anderzijds tussen de che
misch en de fysisch bepaalde hydrolyse=graden is opgegeven in 
tabel 12 o 

De bepalingen van het aantal "hits" per molecule op basis 
van infectiviteit zijn in goede overeenkomst met deze berekend 
uitgaande van de ultracentrifugatie-beeldeno Anderzijds liggen 
de waarden voor het percent hydrolyse gemeten door sedimentatie, 
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Letale "hits" / molecule 
Figuur 26 : Het aantonen van één discontinuiteit per virale DNA-cir-

kelo 
Exonucleasen kunnen geen cirkelvormig:J DN,J\=moleculen aantastene In
dien de ketens geopend worden, bijvoorbeelddoor behandeling met 
een endonuclease, ontstaan eindgroep~n, waardoor. hydrolyse met 
een exonuclease mogelijk wordto Aldus kan een continue, open ke
ten volledig afgebroken wordeno Indien de exonuclease echter een 
discontinuïteit of blok ontmoet, wordt verdere hydrolysè onmog~= 
lijko Ordinaat : percent DNA gehydrolyseerd door de exonucleaseo 
Abscis : gemiddeld aantal ketenbreuken per molecule o · · ·. 
!heo1:eti.§.che_cyryen : Verwachte hydl~olyseerbaarheid (ordinaat) 
door een exonuclease van een homoge11e populatie cirkelvormige mo= 
leculen in functie van het gemiddelè'. aantal ketenbreuken per mole
cule ·(abscis) a Voor verdere verklaring zie tekst o 
h0 = 1 = i-m ; verwachte :functie voor een continue cirkelo 
h1 :; 1 = - (1 = e -m) ; verwachte :functie voor cirkels welke één 

disc~tinuitei t bevatten, welke verdere actie van de exonu-

h2 = ~l:ale cie:~!:W~5° 1 venrachte runctie voor cirkels welke 2 dar
geliJKe discontinUl. te11mbevatten, op maximale afstand van el= 
kaaro 

!xJ2.eri.ment§.e1 .&eseg,lj?,e : o-- o 
- Voorbehandeli~ met deso~ribonuclease : Ieder reactiemengsel 
<50-iïJ;-sëvättënaë-;2-~g-~=nNX-\prëPäraat 3}, 2,1 x lo-J M Tr.is
buf~r pH 7 ,5·, 8 x lo.-3 }f MgCl , o ,1 M NaCl, 0,01 % rundsplasma 
albumine en ó ,2 x lo-5 11.g rund~pancreas desoxyribonuclease, werd ge~ 
durende een gepaste tijd bij 37°C geincubeerdo Na toevoeging van 
100 )ll 0.,.05 M natriumcarbonaatbuffer pH 11;o, werd verder geduren"" 
d~ 2 uur bij 30°C geincubeerdo 
- ~~gd~li~g_!~t-~~-e!Q~Y~!~~~ : Vervolgens werd het mengsel ver~ 
dund tot 3öo p.l door toevoeging van glycinebuffer (eindconcentratie 
O,Q66 M en resulterende pH 9,5) en Eo coli fosfodiësterase (eind
concentratie 166 ~1/ml)o Er werd gedurende 2~ uur geincubeerd bij 
30°C o Het percent hydrolyse (oplosbaar in 0 , 25 N HG~l(\.) werd be
paald op een 100 ~.1 staal terwijl de rest diende vëhor de bepaling 
van de overblijvende, biologische activiteit (uitgedrukt als le
tale "hits" of ketenbreuken per molecule), en voor analytische 
ultracentrifUgatie (zie tabel 12)o 
De resultaten zijn gecorrigeerd voor de hydrolyse (16,1 % en 20 lr %) 
gevonden in twee controles. De~e laatste werden op dezelfde manier 
h(_e .. h;ntt;ql4 1 ~ar i~ ~fYe~igheid van pancreas desox;trlbonuclease 
zie ook ~abel 12). 
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duidelijk lager dan deze chem±sch bepaald e Deze laatste methode 
is ongetwijfeld de meest nauwkeurigeo Het is bijgevolg waarschijn= 
lijk dat de hoeveelheid centrifugeerbaar materiaal stelselmatig 
overschat werdo Niettemin de combinatie van de ultracentrifugatie= 
resultaten, op dezelfde wijze uitgezet als deze in fiäuur 26, 
toont nogmaals aan dat de functie voor één d i scontinuiteit per 
ring het best met de experimentele gegevens overeenstemto Aldus 
wordt op basis van volledig onafhankelijke methoden het besluit 
bevestigd dat ~X-DNA één "gesp" per ring bevat. In andere woor= 
den de goede overeenkomst tussen de experimentele en de bereken~ 
de waarden in figuur 26 is niet te wijten aan systematische fouu· 
ten in één der analysemethodena 

Tabel 12 ~ Vergelijking tussen verschillende analysemethodeno 

Dezelfde incubatiemengsels werden geanalyseerd als beschreven in 
de legende van figuur 26o Aan een 200 ~1 staal werden natrium= 
carbonaatbuffer pH 11~0 en EDTA toegevoegd ~ot een eindconcentra~ 
tie van respectievelijk o,o4 Men 6,7 x 10- M, en vervolgens 
nog 5/mole NaOH teneinde de pH op 11,0 te brengen (uittitreren 
van d glycinebuffer)o 

De waarden voor de biologisch bepaalde ketenbreuken en voor de 
chemisch bepaalde hydrolysegraden zijn dezelfde als voorgesteld 
in figuur 26o Anderzijds werd door analytische centrifugatie het 
aantal ketenbreuken bepaald op basis van de overblijvende S1 =com= 
ponent, en het percent hydrolyse op basis van de totale hoeveel
heid sedimenteerbaar materiaalo 

!Biolo bepaling Chemo bepaling ~ Analytische ultracentrifugatie! 

~etenbreuken/ 
(zuur oplosbare 
mononucleotiden etenbreuken/ 

molecule % hydrolyse I molecule %hydrolyse 
! 

0 (controle 1) 0 0 0 

0 (controle 2) 0 0 0 

0,20 20,0 o,43 14,3 
1,2 38,0 1,2 33,9 
1,4 48,4 1,5 38,9 
2,2 55,0 1,8 46,5 
3,8 75,1 > 2 63,0 
4,9 79,0 >2 69,4 

De analytische centrifugatie beelden leiden nog tot een an
der besluito Benevens de overblijvende S -component waren slechts 
degradatieprodukten met een statistische1verdeling van ketenleng= 
ten aantoonbaaro Bijgevolg was de afstand tussen de discontinUÏ= 
teit en de ketenbreuk, veroorzaakt door de pancreas desoxyribonu= 
clease, niet constanto Dit bewijst dat de letale "hits" wel sta
tistisch over de ganse keten verspreid zijn, en de eerste ketting
breuk dus niet exclusief op een bepaalde plaats voorkomt (zie sec
tie 4o2.1. )o 
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Aangezien een belangrijk besl~t van ons onderzoek geba= 
seerd is op het experiment, voorgesteld in figuur 26 dient men 
zich tenvolle te vergewissen van de juistheid der methodologie 
en van de geldigheid der basisideeëna Hierbij mag in de eerste 
plaats opgemerkt worden dat ieder monster een volledig onafhan~ 
kelijke proef uitmaakte a In sectie 5alolo werd daarenboven reeds 
aangetoond dat geen belangrijke fouten werden begaan bij de ana= 
lyse van de reactiemengselso 

Het bezwaar kan ev~ntueel geopperd worden dat de hydrolyse 
door de E~ coli fosfodiesterase misschien niet tot een einde ge = 
komen was , waardoor de bepaling van ~P.et percent hydrolyse te laag 
zou zijn, en de ring dus in feit~~fScontinuïteit zou vertoneno 
Drie argumenten tonen evenwel de ongegrondheid aan van deze op= 
werping : 

a) Het reactiemengsel bevatte een grote overmaat exonuclease 
(166 ~1/ml) en werd zeer lang geïncubeerd (24 uur ) o In verge~ 
!ijking bevatte het experiment voorgesteld in figuur 8 slechts 
70 ~ml en was de reactie reeds beëindigd na ongeveer twee 
uur o 

b) Indien de exonuclease reactie niet was beëindigd mag men aan= 
nemen dat dit proces des te minder volledig was, naarmate de 
absolute hoeveelheid materiaal dat het enzym.e diende te hydro
lyseren, groter waso Met andere woorden de verhouding van de 
experimenteel vastgestelde hydrolyse tot de hypothetische 
eindwaarde (berekend op basis van de :functie voor zer r~ dis
continuïteiten) zou dalen bij stijgende absolute waarde van 
deze eindwaarde en dus van ma De resultaten, opgegeven in ta~ 
bel 13, blijken evenwel te stijgen bij verhoging van m. Dit 
is in overeenstemming met het besluit dat de experimente~waar
den wel overeenkomen met een maximale exonuclease werkingo Im
mers de verhouding van de theoretische functies h1(h stiJgt b~ 
grotere m-waarden (bij een groot aantal ketenbreUkeR wordt 

een structuur met één discontinuïteit praktisch evenzeer af
gebroken als een welke oorspronkelijk een continue cirkel waso 

Tabel 11 : De hydrolysegraad in functie van het aantal ketenbreu-

De berekeningen Z~Jn gesteund op de resultaten voorgesteld in fi= 
guur 26 en tabel l2o 

~etenbreuken/ A B Verhouding 
molecule % Hydrolyse % Hydrolyseer~ A/B 

m baar {a) 

0,20 20,0 17,7 (1,13 (b)) 
1,2 38,o 69,3 0,55 
1,4 48,4 75,9 o,64 
2,2 . . 55,0 89,0 o,62 
3,8 75,1 97,9 0,77 
4,9 79,0 99,2 o,8o 

a) ~end op basis van m en in de veronderstelling dat de ring 
onder breken is . 

b) Deze abnormaal hoge waarde is zeker te wijten aan een onder= 
schatting van m (zie tekst) o 
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c) Tenslotte werd door een directe methode aangetoond dat de exo~ 
nuclease reactie wel degelijk tot een einde gekomen was. Het 
incubatiemengsel welke gemiqdeld 2,2 ketenbreuken (biologische 
bepaling) per molecule ondergaan had, sedimenteerde onder de 
voorwaarden zoals beschreven bij tabel 12 met een gemiddelde 
sedimentatie coëfficiënt van 11,9 So Na ultracentrifugatie 
werd dit monster terug gesuspendeerd , en na dialyse tegenover 
0,1 M NH4HCO~ (tweemaal 100 ml) geconcentreerd door lyofili
satieo Het r~sidu werd opgenomen in 125 ~ v~n een gemengde 
zoutoplossing, waaraan 25 ~ Eo coli fosfodiesterase werden 
toegevoegd, . zodat het aldus bekomen mengsel juist dezelfde 
samenstelling had als dit vermeld bij figuur 26 (glycinebuf= 
fer, MgCl , natriumcarbonaat, Tris, NaCl en 166 ~1/ml exonu= 
clease), Uitgezonderd voor de macromoleculaire bestanddelen, 
vooral DNA, welke niet door de dialyse waren verwijderd ge= 
worden. Het mengsel werd opnieuw gedurende 24 uur bij 30°C ge ~ 
incubeerdo Tenslotte werd EDTA, natriumcarbonaatbuffer en 
NaOH bijgevoegd (zie tabel 12) en het monster geanalyseerd 
door analytische ultracentrifugatieo Het bleek dat de gemid~ 
delde sedimentatie coëfficiënt nu 12,15 bedroego Dit . bewijst 
dat de reactie na de eerste incubatie met de Eo coli exonu= 
clease reed.s beëindigd was, aangezien bij eeri. tweede, nage= 
neeg identieke behandeling geen verdere afbraak meerk verkre= 
g~wr~no ~~ 

5o2o BE S L U I To 

Dat er zich op één plaats van de keten een "blok" bevindti 
welke de exonuclease belet van verder de keten af te breken~ 
lijkt praktisch onb·etwijfelbaaro Men kan zich nu de vraag stel

len wat de natuur van deze discontinuïteit wel kan zijno Hier= 
over kunnen slechts enkele gissingen gemaakt wordeng Het kan 
bijvoorbeeld een ongewone base zijn, een ongewone binding, of een 
kleine zone met een sterk gebonden, secondaire structuuro Het is 
ook mogelijk dat er zich een sluitstuk in de ring bevindt, be= 
staande uit niet-nucleotide matëriaal, zoals bijvoorbeeld een 
korte peptide o 

Het is eerder onwaarschijnlijk dat een ongewone base de 
Eo coli exonuclease zou tegenhoudene Immers dit enzyme maakt 
weinig onderscheid tussen de vier natuurlijke basen, en kan 
daarenboven het DNA van· de T-even fagen afbreken, waarin al het 
cytidylzuur vervangen is door het geglucosyleerd hydroxymethyl
cytidylzuur (LEHMAN en PRATT, 1960) o Een zone met een georden
de secondaire structuur lijkt weinig aanvaardbaar, aangezien 
geen experimentele aanwijzing bestaat voor een dubbelstrengig 
gebied, en daarenboven werd vastgesteld dat de ~X-DNA degrada= 
tieprodukten zelfs na denaturatie (bijvoorbeeld in fermamide 
of in alkali~ toch slechts gedeeltelijk door de exonuclease kon~ 
den gehydrolyseerd worden. · 

- . . . 

Bij veronderstellingen over een ongewone binding of een 
niet-nucleotide sluitstuk dient men rekening te houden met het 
feit dat onder geen enkele voorwaarde een selectieve opening 
van de ring kon verwezenlijkt wordeno Deze behançlelingen omvat-. 
ten verwarming in neutraal tot licht alkalisch midden en incu
batie bij hoge pH (zelfs bij pH 13,0) en bij lage pH (O,l N 
azijnzuur) o De .stabiliteit van de "gesp"- is bijgevolg vergelijk= 
baar met deze van de normale 3'-5' fosfodiësterbindingen. Dit 
maakt het bijvoo:t"beeld onwaarschijnlijk dat een gewoon aminozuur 
of een kor~peptide de ring zouden $lu1teno Immers niet alleen 
de substitutie v~ de ~=aminogroep is zeer labiel (fosfoamiden 
zijn zelfs niet. _bestand tegenover za-chte verwarming in neutraal 
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midden), maar ook de binding van de carboxylgroep zowel met een 
alcohol (volgens VITHAYATHIL en RICHARDS, 1961, wordt de methyl
ester gehydrolyseerd in 30 minQ bij pH 11,0 en 25°C ; amino=acyl 
transfer RNA wordt gesplitst door 15 mino incubatie bij pH 9,0 
en 55°C ; BERG eoao, 1961) als met een fosfaatrest (volgens HOAG= 
LAND, 19ö0 en CHANTRENNE, 1961 is een amino-acyl fosfoanhydride 
zeer labiel zowel in licht zure als in licht alkalische oplossing 

Bovenstaande beschouwingen sluiten evenwel de mogelijkheid 
van een korte peptide~verbinding niet uit o Zo bijvoorbeeld is 
een terminale nucleoside=fosfaat functie~ veresterd met deP=OH 
groep van serine/ nagenoeg even stabiel als de normale internu= 
cleotide bindingen. In dit verband is het misschien wel van be= 
lang te vermelden dat BENDICH en ROSENKRANZ (1962) in DNA, gefso= 
leerd uit menselijk sperma, ongeveer één serine=rest vinden per 
1000 nucleotideno 

Een andere mogelijkheid is een pyrofosfaatbinding. Immers 
deze komen veelvuldig voor als een verwikkeling bij de synthese 
van oligonucleotiden, en kunnen slechts onder bijzondere voor~ 
waarden selectief geopend worden (TURNER en KHORANA, 1959 ; KHO
RANA e.ao, 196l)o De aanwezigheid van een pyrofosfaatbinding in 
~X-DNA zou overigens niet totaal onverwacht zijn, gezien de cen
trale rol die dergelijke derivaten spelen in iedere levende cel, 
niet alleen als coënzymen maar ook als energie-rijke tussenpro= 
dukteno 

Bovenvermelde hypothesen zijn natuurlijk ver van beperkend. 
Hun voornaamste nut is dat zij een leidraad kunnen vormen voor 
verder onderzoek ovèr de natuur van de discontinuïteit in de ~X= 
DNA ringo 
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6o D E SEMI=CONTINUE R I N G S T R U C = 

=================================================== 
TUUR VAN HET INFECTlEF P'X= 

=================================================== 
DNA BE S P R E K I N Go 
---------- --------------------------------------

Cyclische polymeren zijn zeker geen onbekenden in de bio= 
chemie$ Zo werd bijvoorbeeld een cirkelvormig polypeptide beschre~ 
ven, namelijk gramicidine S (SANGER, 1946), terwijl ook het veel 
grotere apoferritine waarschijnlijk uit ringvormige ondereenheden 
bestaat (HARRISON eoao, 1962)o Cyclische oligodesoxynucleotiden 
komen normaal voor als nevenprodukt bij de synthese van de rech
te homologen (TENER e.a .. , 1958 ; TURNER en KHORANA, 1959 ; TENER 
eoa., 1959)o In het geval van deze relatief eenvoudige moleculen 
kan de cirkelstructuur door directe, chemische methoden aangetoond 
worden, zoals bijvoorbeeld door dosering van terminale groepeno 

Chemisch is ~X=DNA nauw verwant met deze groep van cirkel= 
vormige · polymereno Het verschil is evenwel aanzienlijk zowel nat 
betreft de gevolgen op genetisch en biochemisch gebied (vide 
infra), als in methodologiea Immers alhoewel met chemische en 
enzymologische technieken de afwezigheid van eindgroepen werd 
aangetoond, volstond dit op zichzelf niet als bewijsvoering voor 
een cirkelstructuura Door biofysische proeven, in casu ultracen
trifugatie, kon de ringvorm evenwel op een ondubbelzinnige wijze 
worden aangetoondo Hierbi-j dient opgemerkt te worden dat de in= 
terpratatie zowel van de chemische als van de fysische experimen
ten alleen mogelijk was dank zij de onafhankelijke biologische 
bepaling van de concentratie intacte ~X-DNA moleculeno 

In deze studie over ~X-DNA werd voor het eerst een chemisch 
en fysisch bewijs geleverd voor de cirkelstructuur van een mole
cule welke drager is van alle genetische informatie nodig tot 
replicatie van het individua Het ligt dan ook voor de hand een 
verband te zoeken met de cyclische genomen, \otelke genetisch wer
den aangetoonda In principe steunt in dit geval de bewijsvoering 
op de relatieve afstand van drie genetische kenmerken A, B en C 
(bijvoorbeeld voor bacteriofagen het vermogen om verschillende 
bacteriële stammen te infecteren, eh voor bacteriën de absolute 
afhankelijkheid van bepaald~ exogene aminozuren en vitaminen, 
of de resistentie tegen ant Lbiotica)e Voor een rechtlijnig genoom 
is de afstand AC ongeveer gelijk aan de som van AB en BC (de re
latieve afstand is recht evenredig met de recombinatie frequentie.)o 
Nu is het evenwel gebleken dat veel organismen een cyclisch ge= 
noom bezittena Dit wil zeggen dat de afstand ·AC aanzienlijk kor= 
ter is dan AB + BC o Zo bijvoorbeeld blijkt de genetische "kaart" 
van de bacteriofaag T4 praktisch zeker cirkelvormig te zijn 
(EDGAR, 1961 ; Dra Ro EDGAR, persoonlijke mededeling ; zie ook 
LURIA1 1962)o Ook T2 heeft waarschijnlijk een cyclisch genoom 
(STRElSINGER, EDGAR en HARRER, vermeld door THOMAS en PINKER$ TON, 
1962)o In vergelijking met ~X-174 bevatten beide T-even-fagen 
ongeveer 60 tot 70 maal meer DNA en bovendien heeft dit een nor
male dubbelstrengige structuura ~eze grotere hoeveelheid gene
tisch materiaal verleent eveneens een meer autonoom karakter, zo= 
dat deze virussen dichter staan bij zekere bacteriëna Nu is het 
wel mogelijk voor deze cyclische genomen andere, meer ingewikkel= 
de verklaringen te vinden dan een ringstructuur (BARRICELLI_, 1960 ; 
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STEINBERG en STAHL, vermeld door LURIA, 1962 ; MESELSON en STFEÏ~ 
SINGER, vermeld door LURIA, 1962 )o Aangezien wij evenwel in dit 
onderzoek op basis van enzymologische en ~ysische experimenten 
een cirkelvormig, viraal DNA hebben aangetoond, wordt het meer 
aanvaardbaar de cyclische genomen eenvoudig te interpreteren op 
basis van een fysische ringo Alhoewel het genetisch onderzoek 
van ~X-174 bemoeilijkt wordt onder meer door de lage recombina= 
tie frequenties (TESSMAN en TESSMAN, 1959 ; .PFEIFER, 1961), blijkt 
toch ook in dit geval aanwijzing te bestaan voor een cyclisch 
genoom (Dre Ao BRESCH, persoonlijke mededeling)o 

Cirkelvormige, genetische "kaarten" komen niet alleen voor 
bij bacteriofagen, maar ook bij de veel grotere , en meer bio
chemisch gedifferentiëerde bacteriëno Zeker is de meest grondig 
bestudeerde vertegenwoordiger Eo coliQ In dit geval staat de cir= 
kalvormige chromosoom in nauw ~erband met het sexueel gedrago Al~ 
le F= stammen (receptors) en F stammen (niet= geïntegreerde .sex 
factor) hebben inderdaad een cyclisch genoom terwijl de zeldzame 
Hfr mutanten (donors ; H~r staat voor 11high frequency of recombi= 
nation) een open keten chromosoom kunnen bezitten (JAC OB en WOLL=. 
MAN, 1958 ; JACOB en WOLLMAN, 196l)o Maar zelfs deze ~r stam~en 
behouden de gesloten cirkelstructuur-indien de fysiologische 
voorwaarden geen donor=activiteit toelaten (TAYLOR en ADELBERG, 
1961) 0 . 

Het is nagenoeg uitgesloten om aan de hand van chemische 
of hydrodynamische methoden, zoals gebruikt in het geval van 
~X-DNA, de cirkelstructuur van de bacteriële of van de Teven
bacteriofaag chromosomen aan te tonen, aangezien deze ( hypothe= 
tische) moleculen mechanisch te labiel zijn wegens hun reusach= 
tige afmetingen (zie sect,ie 0 .lo) o Toch is CAIRNS (1963) erin 
geslaagd door middel van bacteriële lyse onder zeer milde voor= 
waarden, en van autoradiografie, een aanduiding te vinden voor de 
fysmsche cirkelstructuur van het DNA in de E. coli celleno 

Tenslotte kan men nog een stap verder gaan, zowel wat be= 
treft evolutie als methodologieo Morfologische, cirkelvormige 
chromosomen werden reeds in verschillende organismen cytologisch 
aangetoond, bijvoorbeeld in Tradescantia, Vicia faba, Zea mays 
en Drasophila malanogaster (Me CLINTOCK, 1938 ; SAX, 1940 ; 
SCIDlARTY; 1955) o 

Aangezien een cirkelstructuUr voor het genetisch materiaal 
zo verspreid blijkt te zijn in de natuur, is men geneigd aan te 
nemen dat dit niet aan het toeval dient toegeschreven te worden, 
maar veeleer verband houdt met een speciale functie, zoals re= 
plicatieo Bijgevolg is het goed mogelijk dat ~X=DNA, hetwelk we-\ 
gens zijn relatief geringe afmeting dit moleculair- biologisch 
onderzoek toegelaten heeft, geen laboratorium curiosum zou zijn, 
maar veeleer een eenvoudig vertegenwoordiger van een klasse ver
bindingen welke van primordiaal belang zijn voor de biochemische 
genetica in het algemeeno 

Een cirkelvormig ~X=DNA biedt ook nieuwe problemen voor het 
begrijpen van de processen welke zich afspelen na infectie. Im= 
mers SINSHEIMER e.ao (1962) hebben aangetoond dat na intrede in 
de gevoelige waardeel, het ~X-DNA molecule in een dubbelstrengige 
structuur ingebou~wordt, RF genoemd, waarschijnlijk door syn= 
these van de complementaire streng (zie sectie 0.3o)o Nu stelt 
zich de vraag of RF eveneens cyclisch is. Voorèerst dient hier 
opgemerkt dat de hoofdas van een Watson-Griek dubbele helix, 
alhoewel tamelijk stijf, toch minstens 3 tot 4° kan buigen per 
omwenteling (10 of 11 nucleotiden)o Er bestaat bijgevolg geen 
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structureel beletsel tegen een ringvorm voor RF (~o~OO nucleoti= 
den). In het geval van een cyclische RF, dienen bij de synthese 
van nieuw enkelstrengig ~X-DNA; waarbij waarschijnlijk de comple
mentaire streng als matrijs gebruikt wordt, de DNA polymerase en 
de in opbouw zijnde keten herhaaldelijk in en uit de ring te 
kruipen (ongeveer ~~0 maal)o Bovendien zouden de twee strengen 
van RF bij denaturatie niet kunnen dissociëren o Indien daarente~ 
gen RF een open keten structuur heeft, vraagt men zich onder 
meer af door welk mechanisme bij de synthese van nieuw enkeistren
gig ~-DNA de ring gesloten wordt. Immers de grootteorde van deze 
moleculen overtreft ver deze van de meeste enz~eno Indien er bij
voorbeeld een specifiek eiwit bestaat, dat de kop en de staart 
van de ~X-DNA ketens bindt, vooraleer deze met elkaar te verenigen, 
rijst nog de vraag waarom het proces intramolec~lair en niet ge
deeltelijk idermoleculair verloopto 

Het is ook van belang de hier vermelde res~ltaten te verge
lijken met deze bekomen door MACLEAN en HALL (1962) die ~X-17l.f. 
bestudeerd hebben met behulp van de elektronenmicroscoopo Deze 
onderzoekers vonden dat indien het virus onder bepaalde voorwaar~ 
den verwarmd wordt (30 mino bij 70°C in 0,2 M ammoniumacetaat op
lossing), de eiwitmantel zich gedeeltelijk opent, waardoor de in
houd van het virus (voornamelijk DNA) eruit springto Dit kernma= 
teriaal ziet eruit als een rechte keten, langs één kant nog ver
bonden met de eiwitmantel, maar langs de andere kant eindigend 
op een soort lus (foto op eerste pagina)o Dergelijke opnamen dienen 
natuurlijk met het nodige voorbehoud geinterpreteerd te worden, 
maar men is toch geneigd te veronderstellen dat deze lus het ge
volg is van de cirkelstructuur van het DNAo Hiervoor pleit onder 
meer het feit dat dergelijke terminale lussen in geen enkel ander 
DNA of RNA preparaat werden gevondeno Wel dient opgemerkt te wor= 
den dat het uitgeworpen kernmateriaal niet alleen uit DNA bestaat, 
aangezien onder meer de stabiliteit veel groter is dan deze van 
geisoleerd enkelstrengig ~X-DNA~ Waarschijnlijk zijn de fosfaat
functies gedeeltelijk geneutraliseerd door niet-nucleotidemate
riaal zoals polyaminen of basische eiwitteno Ook door GUTHRIE en 
SINSHEIMER (1960) werd een aanwijzing bekomen voor het bestaan 
van materiaal geassocieerd met de ~-DNA-keteno Een kleine bere
kening toont evenwel aan dat het viraal kernmateriaal grotendeels 
DNA is (Dra Eo MACLEAN, persoonlijke medede~ing)a De maximale 
lengte van de open ~X-DNA keten is 3,3 x 10 Ao De grootste, ex
periment~el gevonden lengte van de uitgeworpen ketens was 
1,3 x 10 A, hetgeen ook aantoont dat in het middendeel, waar 
zich twee DNA-strengen bevinden, geen compacte, Watson-Griek 
schroeflijnstructuur kan optrgdena Op basis van het moleculair 
gewicht van het D~A (1,7 x 10 ) en de densiteit, berekent men 
voor een 1,3 x 10 A lange cylinder een diameter van 10 Ao De 
ketens welke voorkomen op de elektronenmicroscopische opnamen 
hebben gemiddeld 14 A diameter, zodat minstens ~0 % van het vo
lume uit DNA bestaato Als vergelijking weze opgemerkt dat een 
geordende dubbelstrengige helix een diameter van ongeveer 20 A 
heefto Bijgevolg biedt dit onderzoek met een zeer directe me= 
thode een aanduiding voor de juistheid van het besluit dat 0X~ 
DNA cirkelvormig iso 

Tenslotte weze hier nog de betekenis besproken van de dis= 
continuiteit welke in de ~X~DNA ring voorkomt (de mogelijke na
tuur van deze "blok" werd in sectie 5 o2 o behandeld) o 

Vooreerst wordt door het bestaan van dit sluitstuk de vraag 
opnieuw gesteld of het welmogelijk is infectie te bekomen met 
zuiver viraal nucleinezuuro Immers infectief nuclernezuur (sec
tie Oo2.) wordt gewoonlijk bekomen door detergens- of fenolbehan-
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deling van het volledige virus ; in de aldus bereide preparaten 
kan meestal geen eiwit meer aangetoond worden (GIERER en SCHRAMM, 
1956 ; FRAENKEL-CONRAT eea., 1957 ; SCHUSTER, 1960)o In geen en= 
kel geval werd evenwel de continuïteit van de nucleïnezuurketen 
bewezeno Immers zeer speciale technieken, zoals bijvoorbeeld de~ 
ze beschreven in sectie 5.lo, zijn nodig om een zeer geringe hoe
veelheid van een niet-nucleotide component te kunnen opsperene 
Men kan zich dan ook afvragen of er voor virusinfectie in het al
gemeen niet méér vereist is dan een DNA- of RNA-keteno Het is 
bijvoorbeeld mogelijk dat een kort peptide eveneens aan het nu
·aleïnezuur gebonden is, en dat dit een bijzondere catalytische 
functie heefto Het ophelderen der natuur van deze "blok" is dan 
ook van groot belango 

Het voorkomen van één discontinuïteit per cirkel stelt ook 
nieuwe problemen voor het begrijpen van de recombinatieprocesseno 
Zeer dikwijls neemt men aan dat recombinatie ,geschiedt door 
"copy choice" ; dit wil zeggen dat bij de synthese van nieuw 
DNA op een zeker ogenblik overgegaan wordt van model A naar mo= 
del B. Volgens deze hypothese gaat recombinatie dus gepaard met 
DNA synthese. In het geval van een continue cirkel was het even~ 
tueel mogelijk te veronderstellen dat de vorming van een nieuwe 
nucleïnzuurketen op vele plaatsen kan beginnen (bijvoorbeeld tus= 
sen ieder gen, of zelfs bij om het even welk nucleotide). Recom= 
binatie zou dan plaats grijpen door het feit dat het synthetise
rend proces een statistische kans heeft om over te springen van 
ring L tot ring Ba Aldus zou men het bestaan van cyclische geno
men kunnen verklareno Door het feit dat een gepolariseerde ring 
met een sluitstuk toch een begin en een einde heeft, is men nu 
eerder geneigd ·aan te nemen dat de synthese van nieuwe ketens 
steeds start bij het eerste nucleotide. Bijgevolg kan men een cy= 
clisch genoom in·dit geval niet meer verklaren op basis van een 
"copy .choice" mechanisme voor recombinatie .. Hierbij dient opge= 
merkt dat laatstgenoemde slechts een veronderstelling is welke 
op weinig experimentele gegevens berust. Integendeel, MESELSON 
en WEIGLE (1961) hebben aangetoond dat recombinatie van de bac= 
teriofaag kan' plaats grijpen zonder DNA syntheseQ Het lijkt du s 
alsof er een enzyme bestaat die de DNA ketens AA' en BB' op een 
overeenkomstige plaats breekt, en vervolgens A met B' verbindt 
en B met A'o In het geval van cyclische ketens hoeft men alleen 
te veronderstellen dat deze uitwisselingen steeds in paren plaats 
grijpen. Bij een dergelijk mechanisme is het van geen belang of 
het uitgewisseld fragment een discontinurteit bevat of niet o 
Ook wordt hier -niet gespecifiëerd of recombinatie plaats grijpt 
in de enkelstrengige vorm, ofwel als cyclisch RFo (Deze bespre= 
king heeft alleen tot doel aan te tonen dat een cyclisch genoom 
met een fysische, discontinue, cirkelvormige DNA-structuur~ 
verenigd worden 7 en sluit geenszins andere verklaringen voor 
eerstgenoemde u~t)o 

Ook laat het bestaan van één "blok" per 0X=DNA toe zekere 
besluiten te trekken nopens het zogenaamde "coding" probleem~ 
dit wil zeggen hoe de nucleotideopeenvolging de synthese van 
specifieke eiwitten dirigeert (zie sectie O. O.)o Immers zoals 
reeds eerder opgemerkt is het waarschijnlijk dat ~X-DNA minstens 
5 tot 10 genen bevat (zie sectie 0.3o)o Slechts één van deze is 
met zekerheid gekend, namelijk dit welke tot synthese leidt van 
de eiwitmantalo Voor verschillende andere virale nucleïnezuren 
van ongeveer dezelfde afmetingen heeft men bijvoorbeeld experi
mentele aandUiding voor het bestaan van meerdere genen (WITT= 
MANN, 1961 ; TSUGITA e.ao, 1962 ; NATHANS e.ao, 1962 ; TSUGITA 
en FRAENKEL=CONRAT, 1962 ; WEISS~IANN e oa .. , 1963) o Aangezien er 
nu per cirkel slechts één discontinuïteit aanwezig is 7 dient 
men te besluiten dat de verschillende genen niet van elkaar ge 
scheiden zijno Bijgevolg wordt de informatie voor het starten en 
voor het eindigen der synthese van een polypeptideketen, welke 
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met een bepaald gen overeenkomt, alleen geleverd door de nucleoti= 
deopeenvolgingo Wij mogen dus besluiten dat er nucleotide-codewoor~ 
den bestaan zowel voor ieder aminozuur (zie sectie OoOo), als voor 
het afbreken van de aminozuurpolymerisatie o 

tiet bestaan van één discontinuïteit per ~X~DNA stelt de moge= 
lijkheid open dat voor vele virussen een dergelijk sluitstuk een 
essentiële rol speelt bij het inzetten van de infectieprocesseno 
Verder onderzoek in deze !"ichti!lg zal eventueel toelaten een direct 
bestrijdingsmiddel te vinden tegen bepaalde viroseno 
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SAMENVAT T .I N Ga _________ ._ ____________ _ 
-----------------------

Oo = Een overzicht wordt gegeven van de biochemische processen, 
welke aan de basis liggen van de replicatie ~n van de expres= 
sie der erfelijke kenmerkano De genetische informatie wordt 
vastgelegd door de nucleotideopeenvolging van het desoxyribo~ 
nucleïnezuur (DNA)a De fenotypische uitdrukking geschiedt 
door synthese van ·een "boodschapu ribonucleïnezuur (RNA) ; 
dit bevat een afschrift van de informatie, ·eveneens in de 
vorm van een specifieke nucleotideopéenvolginga Het 11boodscbap 11 

RNA dirigeert dan de vorming van een bepaald eiwit, welke met 
het gen in kwestie overeenstemta 

Bij virusinfectie dringen zich als het ware een nieuw 
stel vreemde genen aan de waardcel opo Dit heèft tot gevolg 
de synthese van virus-specifieke eiwitten, in het bijzonder 
het 11virusmantel 11-eiwito Studie van de processen, welke optre= 
den na infectie , leidt bijgevolg tot een beter inzicht op mo= 
leculaire schaal van de universele levensverschijnselene 

De bacteriofaag 0X-174 is bijzonder geschikt voor expe= 
rimenteel onderzoeko Het is ~en klein virus 7 dat sommige 
Eschericbia coli en Shigella paradysenteriae-stammen infec
teert . Het DNA, geïsoleerd uit 0X-l74, is merkwaardig wegens 
zijn enkelstrengige structuuro 0X-DNA is ogenschijnlijk een 
eenvoudige keten van ongeveer 5°500 nucleotidene Het bevat 
nog alle genetische informatie, aangezien zuiver 0X- DNA mole= 
culen Eo coli protoplasten kunnen infecteren, en tot synt hese 
van volledige virussen leideno 

Het doel van ons onderzoek was een studie van het ver band 
tussen de chemische structuur van dit ~X-DNA, en de biologische 
activiteita Als eerste benadering van het probleem werd gepoogd 
de genetische informatie te wijzigen door verwijdering van 
eindstandige nucleotiden met behulp van specifieke enzymene 

lo = De bereiding van het ~X-DNA en de eigenschappen van de ge= 
bruikte enzyma-preparaten worden beschrevene 

Vooral drie methoden werden bij dit onderzoek toegepast : 
a) Een microchemische methode : Hydrolyse door exonucleasen 

werd bepaald door neerslaan van de polynucleotiden met 
verdund perchloorzuuro De oplosbare mononucleotiden werden 
gemeten hetzij door spectrofotometrie, hetzij door telling 
van radioactiviteita 

b) Een fysische methode : De macromoleculaire karakteristieá 
ken van het ~-DNA werden gevolgd door analytische ultra= 
centrifugatieo Dit laat niet alleen de bepaling toe van de 
samenstelling (bijvoorbeeld verschillende homogene compo= 
nenten, en degradatieprodukten), maar ook deze van de se
dimentatieconstanten (een maatstaf voor het moleculair ge= 
wicht) der respectievelijke componenteno 

c) Een microbiologische methode : De biologische activiteit 
van de ~-DNA moleculen werd bepaald door hun vermogen om 
Escherichia coli protoplasten te infecteren en daarin tot 
synthese van ongeveer 300 volledige virussen te leideno 
Deze virussen werden dan getitreerd door uitzaaien op de 
normale waardcel (Eo coli C)a 

Gans dit onderzoek werd uitgevoerd met minder dan 5 mg ~X-DNAo 

R.f.l.W. Gent 
Bibliotheek 
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2o = ~X~DNA wordt niet geïnactiveerd door de Ee coli exonuclease , 
een enzyme dat de C' -OH terminus van een DNA-keten aantast e 
Dit is niet te wijteà aan een specifieke eigenschap van he t 
enzyme (om bijvoorbeeld een ondissociëerbaar enzyme=substraat 
complex te vormen), noch aan een inherente resistentie van he t 
~-DNA, maar wel aan het ontbreken van een vrije C ' ~ =OH eind= 
groepo Een C'

3
-fosfomonoësterfunctie is eveneens afwezig e 

Het hypothetische, andere uiteinde , namelijk de C' 5- oH 
kan evenmin aangetast worden door een specifiek enzyme , zoals 
de kalfsmilt fosfodiesteraseo Ook in dit geval is de reden de 
afwezigheid van een vrije C' .;-OH terminus" Een C 1 

5-fosfomono<~· 
ester eindgroep blijkt even~n voor te komeno 

Er wordt aangetoond dat de kalfsmilt fosfodiësterase wel 
hooggepolymeriseerde polynucleotideketens kan hldrolyseren , 
maar dat dit enzyme, evenals de E o coli ·fos f odiésterase 7 spe~ 
cifiek is voor gedenatureerd of enkelstrengig nucleïnezuur o 

3o - De afwezigheid van vrije eindgroepen kan eventuee l te wij t en 
zijn aan een gedeeltelijke 7 secondaire structuur . Drie l ijnen 
van onderzoek zijn evenwe~ in tegenspraak met deze veronderste l
ling : 
a ) Behandeling met formamide, een oplosmiddel dat alle se con

daire sttuctuur in nucleïnezuren verbreekt, leidt niet t ot 
inactivatie van ~X=DNA of tot vrijstelling van ei ndgroepene 

b) Door reactie van ~X-DNA met formaldehyde kan geen enkele 
aanwijzing bekomen worden voor het bestaan van een gebied 
met een geordende , secondaire structuuro 

c) De hypothetische C ' 5~oH eindgroep kan niet aange t ast worden 
door de slangengift exonuclease, een enzyme dat blijkbaar 
wel substraat met een secondaire structuur kan afbrekeno 

De inactivatie van een ~X=DNA-oplossing bij verwar ming 
verloopt volgens een reactie van de eerste orde , en is onaf= 
bankalijk van de DNA- concentratieo De stabiliteit ver~oogt 
aanzienlijk bij pH- verhoging in het gebied 7 tot 9o De acti~ 
vatie-energie voor het inactivatieproces bedraagt bi j pH 9,0 
4o kcal/mole, en de activatie-entropie ongeveer 33 e oUD Inac= 
tivatie bij verwarming gaat niet noodzakelijk gepaard met ke= 
tenbreuke Er wordt aangetoond dat het letaal effect ,mèt het 
verlies van één purine per ~X=DNA molecule te vereenzelvigen 
iSo 

Verwarming tot een hogere temperatuur is nodig om t ot 
ketenbreuk te leidena Het is waarschijnlijk dat de keten ge
broken wordt op de zwakkere , gedepurineerde plaatseno 

De resultaten over de thermoïnactivatie van ~X=DNA war= 
den besproken onder meer in verband met de warmte-inactivatie 
van de transformerende activiteit en met de fysische dearada= 
tie van DNA na verwarming in een neutraal m1ddeno Er wordt be= 
sloten dat in ~X-DNA geen bindingen voorkomen welke meer la= 
biel zijn dan deze in een normale DNA~keteno Meer bepaald , de 
afwezigheid van vrije eindgroepen kan niet toegeschreven wor= 
den aan labiele substituanten, zoals aminoacyl- functieso 

~. - Door analytische ultracentrifugatie onder voorwaarden, waar= 
biJ de ketens gestrekt zijn (bijvoorbeeld na behandeling met 
formaldehyde of in alkali), kunnen twee componenten aangetoond 
worden, benevens degradatieproduktene s1 is de hoofdcomponent 
en migreert snelst, terwijl s2 een ongeveer 10 % kleinere se= 
dimentatieconstante hee~to 
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Deze fysische heterogeniteit kan in verband gebracht wor= 
den met de afwezigheid van eindgroepen in het infectlef ~X
DNA (secties 2 en 3 ) : Inderdaad , indien voor deze laatste 
een cyclische structuur aangenomen wordt (S1 -component) , mag 
men verwachten dat moleculen welke één ketenbreuk hebben on= 
dergaan, en bijgevolg een rechte ketenstructuur vertonen , 
meer kunnen gestrekt worden en dus trager migreren in het 
centrifugaal veld, zoals gevonden voor s 2 o Twee of meer keten-
breuken leiden tot fragmentatieo · 

Met deze voorstelling stemt de bevinding. overeen, dat 
alleen sl, en niet s2, drager is van het vermogen totinfectieo 

Deze cirkelstructuur van het infectlef ~X-DNA kon op een 
directe manier bewezen worden : Indien in een homogene popu
latie polymeren willekeurige ketenbreuken optreden, wordt de 
fractie intacte moleculen gegeven door Po = e-m (waarin m het 
gemiddeld aantal ketenbreuken per molecule voorstelt), en de 
fractie met één ketenbreuk door p = e-m mo Praktisch werden 
willekeurige ketenbreuken in een ~X~DNA-preparaat bekomen het= 
zij door behandeling met rundspancreas desoxyribonuclease , 
hetzij door verwarming ; het aantal werd bepaald op basis 
van de overblijvende, biologische activiteito Fysisch werd 
gevonden dat de hoeveelheid s 1 inderdaad daalde zoals ver~ 
wacht voor de intacte component (p 0 = e-m ) , terwijl de hoe = 
veelheid S eerst steeg en daarna daalde , in overeenstemming 
met de the6retische functie voor het eerste degradatieprodukt 
(p = e-m m) o Bijgevolg , de homogene component S geeft bij 
ee~ eerste, willekeurige ketenbreuk aanleiding t~t de homo= 
gene component S , terwijl een tweede , even toevallige keten
breuk tot fragmefitatie leidto Deze resultaten kunnen alleen ver-
laard wordén o basis van een cirkelstructuur voor het infec

tlef - DNA s1- component ., 
~X-DNA preparaten ·bevatten steeds een bepaalde hoeveel

heid S~ en kleinere degradatieprodukteno De relatieve hoeveel= 
heden van deze componenten wijzen erop dat zij gevormd werden 
door afbraak van S tijdens de isolatie van het ·virus of bij 
de bereiding van h~t ~X-DNAo Gadepurinearde schakels (bijvoor~ 
beeld door verwarming ) , breken open bij strekking van de DNA= 
ketens, hetzij in formaldehyde , hetzij in alkallo 

Tenslotte wordt de cirkelstructuur van S bevestigd door 
een experiment , waarbij op een selectieve wijte de open keten 
component (S2 ) werd verwijderd door behandeling met een exo= 
nucleaseo 

5o = De vraag wordt gesteld of ~X=DNA een continue cirkel iso 
Dit kan nagegaan worden door te bepalen welke fractie hydro= 
lyseerbaar wordt door een exonuclease , bij een stijgend aantal 
willekeurige ketenbreukeno Immers een continue cirkel welke 
één breuk ondergaat, kan volledig afgebroken worden door een 
exonuclease (h0 = 1 = e-m) o Indien evenwel per cirkel één 
discontinurteit voorkomt , wordt de exonuclease hierdoor ge= 
stopt, zodat het percent hydrolyse minder is 
(h1 = 1 - ~ (1 - e-ID)) o Voor twee discontinuïteiten is de 
ho~eelhèid, welke bij iedere ketenbre~ 1hydrolyseerbaar wordt, nog geringer (h2 = 1 = ~ (1 - e!""wt 2)) o . . m . 

Experimenteel worden willekeurige ketenbreuken bekomen 
door behandeling met pancreas desoxyribonucleaseo Het aantal 
kan ofwel microbiologisch bepaald worden , ofwel fysisch door 
ultracentrifugatiea Beide methoden geven overeenkomstige re
sultateno Vervolgens wordt ieder monster behandeld met een 
overmaat Eo coli fosfodiësteraseo Het percent hydrolyse wordt 
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hetzij microchemisch gemeten, hetzij eveneens door ultracen= 
trifugatie o De re~ultaten vallen samen met de theoretische 
:functie h = 1 ... ~ (1 = em)o Hieruit volgt dat er per @{=DNA 
cir el é discon!inul:teit aamarezi iso De chemische natuur van 
deze gesp is onbeken , alhoewel de stahili teit van ~X.,.DNA on= 
der diverse voorwaarden beperkingen plaatst op het soort bin= 
ding dat kan aanwezig zijno 

6o - Het belang van de bekomen resultaten wordt besprokeno Door 
genetische methoden heeft men vroeger reeds het bestaan van 
cyclische chromosomen aangetoond in meerdere organismen (bac~ 
teriofagen, bacteriën)o Het ligt dan ook voor de hand een 
verband te leggen tussen de ringstructuur van ~X-DNA en deze 
cirkelvormige genomeno De bevinding dat ~X-DNA cyclisch is, 
geeft voor het eerst een goede aanwijzing om aan de cirkel~ 
vormige genomen een fysische ringstructuur toe te schrijvena 

Het voorkomen van slechts één discontinuïteit per ring 
bewijst dat de informatie, vereist voor de begrenzing van de 
verschillende genen, alleen geleverd wordt door de nueleoti= 
deopeenvolgingo Het bestaan van deze discontinuïteit laat 
verDX>eden dat benevens een polynu~leotideketen toch nog eE'n an
dere chemische component nodig zou kunnen zijn voor virale 
infectieo 

BESLUIT a ---------------
lo HET INFECTlEF NUCLEINEZUUR, GEISOLEERD UIT HET VIRUS ~X~l74, 

HEEF.r EEN FYSISCHE CIRKELSTRUCTUURó 

2 o OP EEN PLAATS IN DE CIRKEL IS EEN ABNORMALE SCHAKEL INGELAST a 
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o. - Un aperçu des processus biochimiques, qui sont à la base 

de la reproduetion et de l'expression des caractéristiques 
héréditatres, est donnéo L'information génétique est déter
minée par la séquence nucléotidique de l'acide désoxyribonu
cléique (ADN)o L'expression fénotypique s'effectue par la 
synthèse d'un acide ribonucléique (ARN) "messager"; celui-ei 
est une copie de l'information, également sous la forme d'une 
séquence nucléotidique spécifique o L' ARN "messager" dirige 
alors la formation d'une protéine, qui correspond au gène en 
questiono 

Lors d'une infection virale une série de nouveaux gènes 
étrangers s'imposent pour ainsi dire à la cellule hoteo Cela 
mène à la synthèse de protéines spécifiques au virus et plus 
spécialement de la gaine protéiqueo L'étude des processus, 
qui se produisent après infection, mène par conséquent à une 
meilleure compréhension moléculaire des phénomènes universe1-
lement vitauxo 

Le bactériophage -~X-174 est spécialement indiqué pour 
la recherche expérimentaleo Il s'agit d'un virus de petites 
dimensions, qui infecte eertalnes souches d'Escherichia coli 
et de Shigella paradysenteriaeo L'ADN, isolé à partir de ~-
174 est remarquab1e par sa structure monocaténaireo L'ADN 
de jx est apparemment une simple chatne d'environ 5°500 nu
cléotideso Il contient enco~e toute l'information génétique, 
pui sque des molécule s pure s"'·ADN de 9JX peuvent infecter des 
sphéroplastes d'E. coli, et maner à la synthèse de virus 
completso Le but de notre recherche était une étude du rap= 
port entre la structure chimique de eet ADN de ~X et l'ac= 
tivité biologiqueo Comme premier approche du problème on 
essaya de -modifier l'information génétique par l'ablation 
de nucléotides en position terminale à 1' alde d'enzymes spé
cifiques. 

lo = La préparation de l'ADN de ~ et les caractéristiques des 
préparations enzymatiques enployées sont décritso 
Trois méthodes surtout ont été appliquées lors de cette re
cherche : 
a) Une méthode micro-chimique : l'hydrolyse exonucléasique 

fut déterminée par la précipitation des polynucléotides 
à l'aide de l'acide perchlorique diluéo Les mononucléotides 
solubles furent mesurés soit par spectrophotométrie soit 
par dosage de la radioactivitéo 

b) Une méthode physique : les caractéristiques macromolécu
laires de l'ADN de ~ ont été observées par ultracentrifu
gation analytique o Ce la permet non seulement la détermi
na.tion de la composition (po exo -di.fférents composants homo= 
gènes, et produits de dégradation), mais aussi celle de la 
constante de sédimentation des composants respecti~s (une 
fonction du poids moléeulaire)o . 

c) Une méthode microbiologique : l'activité biologique des 
molécules de l'ADN de 0.X est déterminée par leur capacité 
d'in.fecter des sphéroplastes d)Eo coli et de maner ainsi 
à la synthèse d' environ 300 virus intacts o Ces virus tu
rent alors titrés par numération des plagés sur la cellule 
hÓte normale (E o col! C ) o 

Cette recherche tut exécutée avec moins de 5 mg d'ADN de fJXo 
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2o - L'exonucléase ~ Eo coli, un enzyme attaquant une ehaine 
polynucléot1dique à part1r du bout, comportant un OH l!bre 
en 3', n'inaetive pas l'ADN de 0Xo Ce fait n'est pas dÛ à 
une caractéristique spécifique de l'enzyme (telle, po exe t 
celle de former un complexe substrat-enzyme indissoeiableJ , 
ni à une résistance inhérente de l'ADN de ~x, mai~ bien au 
manque d'un libre groupe OH-terminal en C' o De meme 11 
n~ y a pas de fonetion phosphomonoester en 3c '.3 ., . 

L'autre bout, hypothétique, l'OH en C'b, peut non plus 
être dégrádé par un enzyme spécifique, tel ~a phosphodieste~ 
rase de la rate de veauo Dans ce cas aussi la raison en est 
!'absence d'un terminus C'~-OH libreoDe ·même il apparait 
qu'il n'y ait pas de groupé terminal C' 5-phosphomonoestero 

Il est démontré que la phosphodiesterase de la rate de 
veau peut hydrolyser des chaines de polynucléotides haute= 
ment polymérisées, mais que eet enzyme est spéeifique pour 
l'acide nucléique dénaturé ou monocaténaire, tout comme l'est 
la phospbodiesterase d'Eo collo 

3o - L'absence de groupes terminaux libres peut éventuellement 
être due à une structure secondaire partielleo Trois lignes 
de recherche sant toutefois en contradietien avee cette hy= 
pothèse& 
a) Le traitement au farmamide un solvant qui rompt toute 

structure secondaire dans les acides nucléiques, ne mène 
pas à l'inactivation de l'ADN de ~x, ni à la libération 
de groupe s te rminaux o 

b) Aucune indication de l'existence d'une zone à structure 
secondaire, ordonnée, ne peut être obtenue par la réaction 
de l'ADN de ~X avec le formaldéhydeo 

c) Le groupe terminal hypothétique OH en C'~ ne peut pas 
être attaqué par l'exonucléase du vénin de serpent, un 
enzyme qui apparemment peut dégrader un substrat à struetu
re secondaireo 

L'inactivation d'une salution d'ADN de ·~ lors d'un 
traitement par la ebaleur progresse comme une réaetion de 
premier ordre, et est indépendante de la concentratien d'ADNo 
La stabilité augmente considérablement lors d'une augmenta
tion de pH dans la zone 7 à 9o L'énergie d'activation pour 
la réaction d'inactivation (pH 9,0) est de 40 kcal/mole, et 
l'entropie d'activation d'environ 30 Uoeo L'inaetivation par 
la ebaleur ne s'accompagne pas nécessairement d'une scission 
de cha!neo Il est démontDé que l'effet léthal peut être iden= 
tifié à la perte d'une purine par molécule d'ADN de ~Xo 

La scission de chatne est amenée par une augmentation 
de chaleuro Il est probable que la eha!ne est scindée aux 
endroits dépurinés, plus faibleso 

Les résultats concernant la thermoinactivation de 
l'ADN de ~ sont passés en revue, entre autres en relation 
avec 1'1nact1vation par la chaleur de l'activité transfor
mante, et avec la dégradation physique de l'ADN après chauf= 
fage en milieu neutreo La conclusion est que dans l'ADN de 
~ 11 n'y a pas de liaisons plus labiles que ceux d'une 
chatne normale d'ADNo Plus précisément, !'absence de groupes 
terminaux libres ne peut être attribuée à des substituents 
labiles, tels que des fonctions amino-acyleso 
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~o = Deux composants peuvent être démontrés, ainsi que des pro= 
duits de dégradation , après ultracentrifugation analytique 
sous des conditions ou les chaines sont étirées (p. exo après 
traitement au. formaldéhyde ou en milieu alcalinL S1 est le 
composant majeur , et se meut le plus vite, tandis que S a 
une constante de sédimentation d'environ 10 %plus petiteo 

Cette hétérogénéité physique peut être rapprochée de l'ab= 
sence de groupes terminaux dans l'ADN de ~X infectieux (sec= 
tions 2 et J) : en effet, si l'on accepte pour ce dernier 
une structure cyclj qne c~omposant s,)' on peut s' attendre à 
ce que des molécule s, ayant subi une seule rupture de chaine, 
et ayant donc une structure linéaire, pulssent être plus 
étendues~ et par conséquent se mouvent plus lentement dans 
le champ centrifugal, r.omme observé pour S2 o Deux ou plusieurs 
seisslons de cha!ne mènent à une fragmenta~iono 

La constatation que S seul, et non S , possède la ca= 
paci té d'infection s'accor~e avec cette représentationa 

Cette structure cycliqu.e de l'ADN de ~X infectueux put 
être démontrée d 1 une manière d±recteo Lorsque dans une popu= 
lation homogène de polymères se produisent des ruptures de 
chaine arbi traires, la fraction de molécules in-ca.ctes est 
donnée par p = e-m (m étant le nombre moyen de scissions de 
chaine ~ar m8lécule), et la fraction à se i ssion :unique ~ar 
p1 = e- me En pratique des ruptures arbitraires de cha1ne 
d~ns une préparation d~ADN de ~X furent obtenues·soit par 
traitement à la desoxyribonu.cléase pancréatique, soit par 
chauffage ; le nombre fut déterminé d'après l'activité biolo= 
gique survivanteo Effeativement on trouva par des méthodes 
physiques que la quantité de s1 à.iminua comme attendu pour 
le composant intact; (p 0 :::. e m), tandis que la quanti té de S 
augmenta d'abord et dimi.nua ensuite, en accord avec la fonc~ 
tion théorique pour le premier produit de dégradation (p1 = 
e=m m)o Par conséquent le composant homogène s1 produit Iors 
d'1..me première r~pture de cha~ne quelconque, le- composant 
homogène s'), tandis qu'une deuxième rupture, tout aussi arbi~
traire, mèhe à une fragmentationo Ces résultats ne peuvent 
être expligués a~~ement ue sur la base d'une structure cy= 
cli our l'ADN de X nf . ·e 

1
)o 

Les préparations de l'ADN de ~X comprennent toujours 
une certaine quantité de S et des produits de dégradationo 
Les quantités relatives de2ces composants indiquent qu'ils 
ont été formés par dégradation de SJ pendant l'isolation du 
virus ou lors de la préparation de I 1 ADN de ~Xo Des chainons 
dépurinés (par exo par chauffage), s'ouvrent lors de l'ex
tension de l'ADN soit dans du formaldéhyde, soit en milieu 
alcalino 

F'inalement, la structure cyclique de S est confirmée 
par une expérience ou le composant à chaîne1linéaire a été 
dégradé, de manière sélective, par traitement avec une exo~ 
nucléase o 

5o = La question se pose si l'ADN de ~X est un cercle continuo 
Cela peut être vérifié en déterminant quelle fraction devient 
hydrolysable par une exonucléase~ lors d'un nombre croissant 
de scissions de chaine arbitraires. En effet, un cercle conti= 
nu qui subit une seule scission, peut être complètement dé
gradé par une exonucléase (h = 1 - ~)o Si toutefois il y 
a une discontinuité par cercfe, celle-ci bloque l 1 exonucléase, 
de sorte ~e le pourcentage de l 1 hydrolyse est moindre 
~hl= 1 =m (1 = e-ID)).. La quantité qui deviant hydrolysable 
a chaque scission de chaine est eneöre moindre pour deux dis= 
continul tés (h2 = 1 ..., ~ (1 = e- ml2)) o 
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Des seisslons arbitraires de chaînes sont obtenues ex= 
périmentalement par traitement à la de soxyribonucléase pan= 
créatiqueo Le nombre peut être déterminé soit microbiologi= 
quement, soit physiquement par ultracentrifugation, les deux 
méthodes donnant des résultats concordantso Ensuite un excès 
de phosphodiestérase d1 Eo coli est ajouté à l'ADN de ~X ainsi 
trai té o Le pourcentage de 1' hydrolyse e st me suré soit micro -~ 
chimiquement , soit encore par ultracentrifugationo Les resul= 
tats ainsi obtenus rejoignent la fonction théorique 
h = 1 - 1 (1 = em)o De là la conclusion u'il a une seule 
dtscontin~té ar cerc e d'ADN de Xo La nature chimique de 
cette boucle est inconnue, quoique la stabilité de l'ADN de 
~X sous différentes conditions limite le genre de liaison 
qui soit possibleo 

6 e - L'intérêt des résultats obtenus est di scutéo L'existence de 
chromosomes cycliques dans différents or~anismes (bact ério
phages , bactéries) 9 était déjà connue grace à des méthodes 
génétiques. On est enclin à rappraeher la structure cycliqua 
de 1' ADN de ~ de ces génomes annulaireso La découverte de la 
eircularité de l'ADN de~ donne pour la première fois une 
raison fondée d'attribuer une structure physique circulaire 
à ces génomes cycliqueso 

Le fait qu'il n'y ait qu'une seule discontinuité par 
anneau ind.ique que l'information, requi se pour la délimita= 
tion des différents gènes, est uniquament livrée par la sé= 
quence nucléotidiqueo L'existence de cett e discontinuité 
permet de penser qu'à coté d'une chatne polynucléotidique 
un autre composant chimique peut aussi êt r e .nécessaire pour 
provoquer une infection viraleQ 

GONGLUSION : 

========== 
lo L'AGIDE NUGLEIQUE INFEGTIF, ISOLE A PARTIR DU VIRUS ~X=l74 , 

POSSEDE UNE STRUGTURE PHYSIQUE GYGLIQUE o 

2 o A UN ENDRO IT UNI QUE DU GERC IE SE TROUVE UN GHA!NON ANORMAL a 
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