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Gener  a 1 I n t r o d u o 1 1o n .

1 .  Q y t o l o g i c a l  A s p e c t s .

( a ) H i s t o r i c a l •

S i n c e  t h e  d i s c o v e r y ,  i n  1665 b y  H o o k e ,  o f  t h e  c e l l u l a r  

n a t u r e  o f  c o r k ,  t h e  s t u d y  o f  C y t o l o g y  h a s  p r o g r e s s e d  f a r .  

T o d a y ,  a l l  t h a t  r e m a i n s  t o  r e m i n d  u s  o f  t h e  w o r k  c a r r i e d  

o u t  b y  t h a t  e a r l y  i n v e s t i g a t o r  i s  t h e  t e r m  w h i c h  h e  i n t r o ­

d u c e d ,  t h e  name "cel l^*  . A l t h o u g h  s i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  

w e r e  c a r r i e d  o u t  on o t h e r  p l a n t  t i s s u e s  b y  Grew a n d  

M a l p i g h i ,  l a t e r  i n  t h e  s e v e n t e e n t h  c e n t u r y ,  i t  was n o t  u n ­

t i l  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y  t h a t  man was 

a b l e  t o  l o o k  b e y o n d  t h e  c e l l  membrane i n t o  t h e  c e l l  i t s e l f *

One o f  t h e  m o s t  I m p o r t a n t  a d v a n c e s  was t h e  d i s ­

c o v e r y  o f  t h e  n u c l e u s ,  i n  t h e  " c e l l u l a r  j u i c e ” o f  t h e  

o r c h i d ,  b y  Brovm I n  1 8 3 1 .  T h i s  was f b l l o w e d  b y  t h e  o b s e r ­

v a t i o n  o f  Duj a r d i n  i n  1 8 3 5 ,  t h a t  t h e  c e l l s  o f  l o w e r  o r g a n i s m s ^  

s u c h  a s  R h i z o p o d a  a n d  F o r a m i n i f e r a  c o n t a i n  ” a  g e l a t i n o u s  

s u b s t a n c e ,  p e r f e c t l y  h o m o g e n e o u s ,  e l a s t i c ,  c o n t r a c t i l e ,  

d i a p h a n o u s .  I n s o l u b l e  i n  w a t e r  a n d  w i t h o u t  t r a c e s  o f  

o r g a n i z a t i o n ” . T h i s  s u b s t a n c e ,  w h i c h  D u g a r d i n  d e s c r i b e d  so 

p r e c i s e l y ,  was g i v e n  t h e  name ” P r o t o p l a s m ” b y  P u r k i n j f  a n d  

von M oh l .
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I t  was o n l y  w i t h  t h e  coming  o f  i m p r o v e d  o p t i c a l  

i n s t r u m e n t s  an d  i m p r o v e d  t e c h n i q u e s  t h a t  A l t m a n n  ( 18 96)  

was a b l e  t o  show t h a t  t h e  c y t o p l a s m ,  t h a t  p a r t  o f  t h e  c e l l  

s u r r o u n d i n g  t h e  n u c l e u s  a n d  b o u n d e d  b y  t h e  c e l l  m e m b r a n e ,  

c o n t a i n s  g r a n u l e s .  I t  was t h u s  t h a t  t h e  l a r g e  r o d - s h a p e d  

p a r t i c l e s  , now known a s  M i t o c h o n d r i a , w e r e  o b s e r v e d  to  b e  

p r e s e n t  i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  a l l  c e l l s .  I n  a n i m a l  c e l l s  

o t h e r  c y t o p l a s m i c  e l e m e n t s ,  su c h  a s  t h e  r e t i c u l a r  a p p a r a t u s  

t h e  Golg;i  B o d y , w e r e  a l s o  o b s e r v e d .

The i n t r o d u c t i o n  o f  d a r k  f i e l d  i l l u m i n a t i o n  made 

v i s i b l e  e x t r e m e l y  s m a l l  b o d i e s  w h i c h  w e r e  h i g h l y  r é f r i n g e n t .  

T h e s e  s m a l l  p a r t i c l e s  a r e  now t e r m e d  M i c r o s o m e s .

S u b s e q u e n t  s t u d i e s  on t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  c e l l  

w e r e  m a i n l y  c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  a i d  o f  d y e s t u f f s .  Thus 

i n  1 9 0 0 ,  M i c h a e l i s  i n t r o d u c e d  t h e  u s e  o f  J a n u s  Green  B ,  

a s  a s p e c i f i c  s t a i n  f o r  m i t o c h o n d r i a .  M i t o c h o n d r i a  s t a i n e d  

b y  t h i s  dye  a r e  g r e e n - b l u e  i n  c o l o u r .  On i n c u b a t i n g  t h e  

s t a i n e d  m i t o c h o n d r i a  a t  3 7 ° 0 ,  t h e  c o l o u r  c h a n g e s  t o  r e d  a n d  

t h e n  c o m p l e t e  d e c o l o r i z a t i o n  o c c u r s .  T h i s  t e s t  i s  u s e d  to  

i d e n t i f y  m i t o c h o n d r i a  , m d l t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  b y  L a z a r o w  

an d  h i s  a s s o c i a t e s  (L a z a ro w  & G o o p e r s t o i n  1953J  C o o p e r s t e i n , 

Lazarow  & P a t t e r s o n  1 9 5 3 ;  a n d  C o o p e r s t e i n  & L a z a r o w  1953)  

t h a t  i t  i s  b a s e d  on t h e  f a c t  t h a t  t h e  dye  i s  s p e c i f i c a l l y  

r e - o x i d i s e d  b y  c y t o c h r o m e  o x i d a s e ,  an enzyme f o u n d  o n l y  i n
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m i t o c h o n d r i a .  The . a b i l i t y ' :  o f  t h e  c e l l  c o m p o n e n t s  t o  

a b s o r b  b a s i c  d y e s  ( B e r g  1934)  h a s  b e e n  u s e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  

t h e  c e l l  c o n t e n t s .

One i m p o r t a n t  c o n t r i b u t i o n  was t h e  d e v e l o p m e n t  b y  

P e u l g e n  a n d  R o s s e n h e c k  i n  1 9 2 4 ,  o f  a s t a i n i n g  t e c h n i q u e ,  

now known a s  t h e  P e u l g e n  r e a c t i o n .  I n  t h i s  r e a c t i o n ,  t h e  

n u c l e u s  i s  s t a i n e d  b r i g h t  p u r p l e ,  w h i l e  t h e  r e m a i n d e r  o f  

t h e  c e l l  i s  u n s t a i n e d .  The e x a c t  n a t u r e  o f  t h i s  r e a c t i o n  

i s  s t i l l  c o n t r o v e r s i a l .  Some w o r k e r s  ( B r a c h e t  1 9 4 6 ,  1947 ;  

S t o w e l l  1 9 4 6 ,  1 947 ;  Di S t e f a n o  1 9 4 8 a ,  1 9 4 8 b ;  B a r b e r  &

O a l l a n  1 94 9 ;  C a s p e r s s o n  194 9 ;  O v e r e n d  & S t a c e y  1949)  b e ­

l i e v e  t h a t  t h e  D e o x ^ r r i b o n u c l e i c  A c i d  (DNA) o f  t h e  n u c l e u s  

i s  p a r t i a l l y  h y d r o l y s e d  b y  t h e  d i l u t e  m i n e r a l  a c i d  a n d  t h e  

h y d r o l y s i s  p r o d u c t s  f o r m e d  r e s t o r e  t h e  c o l o u r  o f  b a s i c  

f u c h s i n  w h i c h  h a s  b e e n  d e c o l o u r i z e d  w i t h  s u l p h u r o u s  a c i d  

( S c h i f f * s  r e a g e n t ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  S tedm a n  & S tedman  

( 1 9 4 7 a ,  1 9 4 7 b ,  1950)  c l a i m  t h a t  t h e  dye  p r o d u c e d  b y  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  h y d r o l y s e d  DNA and  t h e  f u c h s i n  r e a g e n t  i s  

w a t e r  s o l u b l e  a n d  i s  s t r o n g l y  a d s o r b e d  b y  t h e  n o n - h i s t o n e  

p r o t e i n ,  c h r o m o s o m i n ,  o f  t h e  n u c l e u s .  T h u s ,  a l t h o u g h  t h e  

dye  i s  o n l y  p r o d u c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DNA, t h e  s t r u c t u r e s  

s t a i n e d  b y  i t  c o n s i s t  o f  p r o t e i n  r a t h e r  t h a n  o f  DNA, w h i c h  

i s  d e s t r o y e d  d u r i n g  t h e  h y d r o l y s i s  p r o c e d u r e .  No m a t t e r  

w h i c h  i n t e r p r e t a t i o n  i s  t a k e n  o f  t h e  m e c h a n i s m  i n v o l v e d  i n
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t h e  P e u l g e n  r e a c t i o n .  I t  s t i l l  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  

c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  n u c l e u s  d i f f e r s  f rom t h a t  o f  

t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .

A g r e a t  p a r t  o f  o u r  p r e s e n t  k n o w l e d g e  o f  t h e  

c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  n u c l e u s  comes f ro m  t h e  c l a s s i c a l  

c h e m i c a l  s t u d i e s  o f  M i e s c h e r  (1 8 9 7 )  a n d  K o s s e l  ( 18 88 )  on 

pus  c e l l s ,  f i s h  s p e r m a t o z o a ,  h a e m o l y s e d  b i r d  e r y t h r o c y t e s  

a n d  on l e u c o c y t e s  a n d  c e l l s  o f  t h e  thy mus  a n d  l i v e r  s u b ­

m i t t e d  t o  p e p t i c  d i g e s t i o n .  Prom s u c h  t i s s u e s ,  t h e s e  

w o r k e r s  i s o l a t e d  an a c i d i c  compound w h i c h  i s  now r e c o g n i s e d  

a s  t h e  n u c l e i c  a c i d ,  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  (DNA). I t  was 

s u b s e q u e n t l y  shown t h a t  n u c l e i c  a c i d s  w e r e  n o r m a l  c o n ­

s t i t u e n t s  o f  a l l  c e l l s  a n d  t i s s u e s .

H y d r o l y s i s  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d ,  o b t a i n e d  f rom 

t h y m u s ,  was f o u n d  t o  y i e l d  a  m i x t u r e  o f  t h e  p u r i n e  b a s e s ,  

a d e n i n e  a n d  g u a n i n e ,  t h e  p y r i m i d i n e  b a s e s  c y t o s i n e  a nd  

t h y m i n e ,  a  s u g a r ,  w h i c h  was e v e n t u a l l y  shown b y  Le v e n e  a n d  

M o r i  ( 1 9 2 9 )  t o  b e  D ( - ) 2 - d e o x y r i b o s e , a n d  p h o s p h o r i c  a c i d .

The n u c l e i c  a c i d  o b t a i n e d  f ro m  p l a n t  s o u r c e s ,  

n a m e l y  y e a s t ,  was  f o u n d  t o  g i v e  d i f f e r e n t  p r o d u c t s  on h y d r o ­

l y s i s .  The b a s e s  o b t a i n e d  w e r e  a d e n i n e ,  g u a n i n e ,  c y t o s i n e  

a n d  t h e  p y r i m i d i n e  u r a c i l ,  a  p e n t o s e  s u g a r ,  w h ic h  was 

e v e n t u a l l y  i d e n t i f i e d  a s  D ( - )  r i b o s e  ( B a r k e r  & G u l l a n d  

1 9 4 3 ;  B a r k e r ,  P a r r a r  & G u l l a n d  1947)  a n d  p h o s p h o r i c  a c i d .
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The d i f f e r e n t  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  two n u c l e i c  a c i d s ,  

o b t a i n e d  f ro m  p l a n t  a nd  a n i m a l  s o u r c e s ,  g av e  r i s e  t o  t h e  

b e l i e f  t h a t  t h e  n u c l e i c  a c i d  i n  a n i m a l  c e l l s  was o f  t h e  

d e o x y r i b o s e  t y p e ,  w h i l e  t h a t  f ro m p l a n t s  was o f  t h e  r i b o s e  

t y p e .  H o w e v e r ,  i t  was  n o t  l o n g  b e f o r e  many w o r k e r s  f o u n d  

e v i d e n c e  t o  t h e  c o n t r a r y ,  among them Hamrnars ten ( 1 8 9 4 ) ,  

a n d  J o r p e s  ( 1 9 2 4 ,  1928 & 1 9 3 4 ) ,  Prom t h e  e v i d e n c e  p u t  

f o r w a r d  b y  t h e s e  a n d  o t h e r  w o r k e r s ,  i t  became e v i d e n t  

t h a t  r i b o n u c l e i c  a c i d s  (HNA) w e re  n o r m a l  c o n s t i t u e n t s  o f  

a n i m a l  a s  w e l l  a s  p l a n t  t i s s u e s .  A b o u t  t h e  same t i m e ,  t h e  

p r e s e n c e  o f  DNA i n  p l a n t  c e l l s  was b e i n g  d e m o n s t r a t e d  

( P e u l g e n  & R o ' s s e n b e c k  1924 ; K i e s e l  & B e l o z e r s k i  193 4 ;

B e l o z e r s k i  1 9 3 6 ,  1 9 3 9 ) .  J o n e s  and  P e r k i n s  ( 1 9 2 4 - 5 )  e x ­

p r e s s e d  t h e  v ie w  t h a t  ” t h e  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  p l a n t  a n d  

a n i m a l  n u c l e i c  a c i d s  w i l l  i n  f u t u r e  n o t  b e  so d e f i n i t e l y  

d r a w n ” . R e c e n t  w o r k  h a s  c o n f i r m e d  t h i s  v i e w  c o m p l e t e l y  a n d  

i t  i s  now c l e a r  t h a t  both"DNA a n d  RNA a r e  a b u n d a n t  i n  a l l  

c e l l s .

For  some t i m e  i t  was assumed t h a t  n u c l e i c  a c i d s  w e r e  

e s s e n t i a l l y  n u c l e a r  c o n s t i t u e n t s ,  b u t  C a s p e r s s o n  & S c h u l t z  

( 1 9 3 8 ,  1939)  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  c y t o p l a s m  o f  c e r t a i n  

r a p i d l y  p r o l i f e r a t i n g  c e l l s  c o n t a i n e d  l a r g e  a m o u n ts  o f  RNA. 

The c y t o p l a s m  o f  t h e s e  r a p i d l y  g r o w i n g  c e l l s  when e x a m i n e d  

i n  u l t r a v i o l e t  l i g h t  showed  a b s o r p t i o n  i n  t h e  r e g i o n  o f
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260  m]i, w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d s .  

A p p l i c a t i o n  o f  t h e  P e u l g e n  t e s t  gave  n e g a t i v e  r e s u l t s ,  d e ­

m o n s t r a t i n g  t h e  a b s e n c e  o f  DNA, The p r e s e n c e  o f  RNA i n  

t h e  c y t o p l a s m  was  c o n f i r m e d  b y  B r a c h e t  ( 1 9 4 0 ) ,  u s i n g  a 

m i x t u r e  o f  b a s i c  d y e s t u f f s .  T h i s  m i x t u r e  o f  b a s i c  d y e -  

s t u f f s ,  Imown a s  Unna P a p p e n h e i m  s t a i n ,  c o n t a i n s  p y r o n i n e , 

w h i c h  s t a i n s  RNA r e d ,  a n d  m e t h y l  g r e e n ,  w h i c h  s t a i n s  DNA 

g r e e n .  U s i n g  t h i s  s t a i n i n g  t e c h n i q u e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

t h e  enzyme r i b o n u c l e a s e , f i r s t  i s o l a t e d  f ro m  p a n c r e a s  b y  

J o n e s  ( 1 9 2 0 ) ,  B r a c h e t  ( 1 9 4 0 ,  1941)  showed t h a t  when t i s s u e  

s e c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  enzyme a n d  s u b s e q u e n t l y  

s t a i n e d ,  t h e  b a s o p h i l i c  g r a n u l e s  h a d  l o s t  t h e i r  c a p a c i t y  

t o  t a k e  up  t h e  p y r o n i n e ,  w h e r e a s  t h e  c h r o m a t i n  o f  t h e  

n u c l e u s  s t i l l  h a d  t h e  a b i l i t y  to  t a k e  u p  t h e  m e t h y l  g r e e n *

H e ,  t h e r e f o r e ,  c o n c l u d e d  f ro m  t h i s  t h a t  t h e  RNA o f  t h e  c e l l  

was l o c a t e d  m a i n l y  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  a n d  w i t h  a  

s m a l l  amount  i n  t h e  n u c l e o l u s ,  w h i l e  t h e  DNA was e n t i r e l y  

p r e s e n t  i n  t h e  n u c l e u s  o f  t h e  c e l l .

W h i l e  h i s t o c h e m i c a l  s t u d i e s  g i v e  i n d i c a t i o n s  o f  t h e  

l o c a t i o n  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d s  i n  t h e  c e l l ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  

b y  t h e s e  m e t h o d s  t o  d e t e r m i n e  a c c u r a t e l y  t h e  n u c l e i c  a c i d  

c o n t e n t  o f  - t h e  c e l l  o r  i t s  c o m p o n e n t  p a r t s .  H o w e v e r ,  

m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  h i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e ,  w h e r e b y  t h e  

amount  o f  v i s i b l e  l i g h t  a b s o r b e d  b y  t h e  s t a i n e d  t i s s u e  i s
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u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  amount  o f  n u c l e i c  a c i d  p r e s e n t ,  h a v e  

b e e n  d e v e l o p e d .  U s i n g  t h i s  m i c r o  s p e c t r o p h o t o m e t r i e  t e c h ­

n i q u e ,  P o l l i s t e r  a n d  h i s  a s s o c i a t e s  ( P o l l i s t e r  1 9 5 0 ,  1 9 5 2 ;  

P o l l i s t e r ,  Himes  & O r n s t e i n  1 9 5 1 ;  P o l l i s t e r ,  S w i f t  8c A l b e r t  

1951 )  a n d  Mir  s k y  a n d  R i s  ( 1 9 5 1 )  h a v e  d e t e r m i n e d  t h e  amount  

o f  DNA i n  c e l l  n u c l e i  s t a i n e d  b y  t h e  E e u l g e n  p r o c e d u r e ,  

C a s p e r s s o n  ( 1 9 3 6 ,  1 9 4 0 ,  1 9 4 7 ,  8c 1950)  h a s  d e v e l o p e d  a n d  

u s e d  q u a n t i t a t i v e  m i c r o  s p e c t r o p h o t o m e t r y  e m p l o y i n g  u l t r a ­

v i o l e t  l i ^ t .  W i t h  t h i s  t e c h n i q u e ,  t h e  s e c t i o n  o f  t i s s u e  

d o e s  n o t  r e q u i r e  t o  b e  p r e v i o u s l y  s t a i n e d ,  a n d  t h e  amount  

o f  n u c l e i c  a c i d  p r e s e n t  i s  e s t i m a t e d  b y  t h e  amount  o f  u l t r a ­

v i o l e t  l i g h t  a b s o r b e d .  The d i s a d v a n t a g e  o f  m i c r o  s p e c t r o ­

p h o t o m e t r y  u s i n g  v i s i b l e  l i g h t  i s  t h a t  i t  a s s u m e s  t h a t  t h e  

i n t e n s i t y  o f  t h e  s t a i n i n g  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  amount  o f  

n u c l e i c  a c i d  p r e s e n t .  U l t r a v i o l e t  m i c r o  s p e c t r o p h o  t o m e t r y  

r e q u i r e s  an e l a b o r a t e  q u a r t z  o p t i c a l  s y s t e m .  I t  i s  im­

p o s s i b l e  b y  t h i s  m e t h o d  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  f r e e  b a s e s ,  

n u c l e o s i d e s  o r  n u c l e o t i d e s ,  n o r  c a n  i t  d i f f e r e n t i a t e  b e ­

tw ee n  DNA and  RNA, The a m o u n t s  o f  n u c l e i c  a c i d s  p r e s e n t  i n  

t h e  c e l l  an d  i t s  c o m p o n e n t  p a r t s  can  o n l y  b e  d e t e r m i n e d  

w i t h  a c c u r a c y  b y  c h e m i c a l  means  on w h o le  t i s s u e  o r  t h e  

i s o l a t e d  c e l l  p a r t i c l e s  t h e m s e l v e s ,

(b ) I s o l a t i o n  o f  c e l l  c o m p o n e n t s .

I ,  N u c l e i
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I . Nue l e i .

The p r e p a r a t i o n  o f  n u c l e i  on a l a r g e  s c a l e ,  b y  c h e m i c a l  

o r  p h y s i c o c h e m i c a l  m e t h o d s ,  d a t e s  b a c k  t o  t h e  w o rk  o f  

M i e s c h e r  ( 1 8 7 1 ) ,  who i s o l a t e d  pus  c e l l  n u c l e i  b y  a  r a t h e r  

d r a s t i c  m e t h o d ,  w h i c h  i n c l u d e d  t h e  u s e  o f  a  p e p s i n - h y d r o ­

c h l o r i c  a c i d  m i x t u r e  t o  d i g e s t  away t h e  c y t o p l a s m ,  M i e s c h e r  

a l s o  u s e d  d i l u t e  a c i d  a l o n e  to  l i b e r a t e  n u c l e i  o f  f i s h  

s p e r m ,

B e h r e n s  ( 1 9 3 2 ,  1935)  o b t a i n e d  n u c l e i  b y  s u b j e c t i n g  

g r o u n d  d r i e d  t i s s u e  t o  s p e c i f i c  g r a v i t y  f l o t a t i o n  a n d  

d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  i n  o r g a n i c  s o l v e n t s .  F e u 1 g e n , 

B e h r e n s  a n d  M a h d i h a s s a n  (1 9 3 7 )  a n d  B e h r e n s  (1 9 3 8 )  o b t a i n e d  

i s o l a t e d  n u c l e i  f ro m p l a n t  a s  w e l l  a s  a n i m a l  t i s s u e ,  a n d  

w e r e  t h e  f i r s t  to  show t h a t  p l a n t  n u c l e i , so I s o l a t e d ,  

c o n t a i n e d  DNA,

I n  1 9 3 7 ,  G ross man  o b s e r v e d  t h a t  s t r o n g  c i t r i c  a c i d  

s o l u t i o n s  l i b e r a t e d  m u s c l e  c e l l  n u c l e i  i n  a  m i c r o s c o p i c  

p r e p a r a t i o n ,  S t o n e b u r g  ( 1 9 3 7 )  made u s e  o f  t h i s  t o  i s o l a t e  

c e l l  n u c l e i  f ro m  m u s c l e  on a  l a r g e  s c a l e .  I n  t h i s  p r o ­

c e d u r e ,  h o w e v e r ,  u s e  was a l s o  made o f  p e p s i n - h y d r o c h l o r i c  

a c i d  d i g e s t i o n .

Many o t h e r  w o r l ^ e r s , among them M a r s h a k  ( 1 9 4 1 ) ,  Haven 

a n d  L e v y  ( 1 9 4 2 )  a n d  M i r s k y  a n d  P o l l i s t e r  ( 1 9 4 6 ) ,  d e v e l o p e d  

p r o c e d u r e s  f o r  i s o l a t i n g  n u c l e i  u s i n g  c i t r i c  a c i d ,  A
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tne th od  o f  i s o l a t i n g  n u c l e i  s u i t a b l e  f o r  enzyme s t u d i e s  

was d e v e l o p e d  b y  Bounce  ( 1 9 4 3 a ,  1 9 4 3 b ,  1 9 5 0 ) ,  who b a s e d  h i s  

m e t h o d  upon  t h e  p r e v i o u s l y  d e v e l o p e d  c i t r i c  a c i d  t e c h n i q u e s .  

Bounce  ( 1 9 4 3 a ,  1943b)  f o u n d  t h a t  n u c l e i  c o u l d  be  l i b e r a t e d  

a n d  i s o l a t e d  f r o m  l i v e r  c e l l s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a d j u s t e d  

a c c u r a t e l y  t o  pH 6 . 0  w i t h  d i l u t e  c i t r i c  a c i d .  S c h n e i d e r  

a n d  Hogeboom ( 1 9 5 1 ) ,  i n  t h e i r  r e v i e w  o f  c e l l  f r a c t i o n a t i o n  

t e c h n i q u e s ,  c l a i m  t h a t  t h e  n u c l e i ,  i s o l a t e d  b y  t h e  Bounce 

(194 3 a ,  19 43b )  p r o c e d u r e , a r e  n o t  m o r p h o l o g i c a l l y  i n t a c t .  

S c h n e i d e r  a n d  Hogeboom ( 1 9 5 1 )  c l a i m  t h a t  n u c l e i  i s o l a t e d  

i n  e i t h e r  i s o t o n i c  o r  h y p e r t o n i c  s u c r o s e ,  a s  d e s c r i b e d  b y  

Hogeboom,  S c h n e i d e r  a n d  P a l a d e  ( 1 9 4 8 ) ,  R i s  a n d  M i r s k y  ( 1 9 4 9 ) ,  

a n d  K u r n i c k  ( 1 9 5 0 ) ,  a r e  m o r p h o l o g i c a l l y  i n t a c t .  P e t e r m a n  

a n d  S c h n e i d e r  ( 1 9 5 0 ,  1951 )  f o u n d  t h a t  b e t t e r  y i e l d s  o f  

n u c l e i  w e r e  o b t a i n e d  when a s m a l l  amount  o f  c a l c i u m  c h l o r i d e  

was a d d e d  t o  t h e  s u c r o s e  s o l u t i o n ,  t o  p r e v e n t  t h e  d i s r u p t i o n  

o f  t h e  n u c l e i  d u r i n g  h o m o g e n i s i n g .

A n a l y s i s  o f  t h e  n u c l e i  i s o l a t e d  b y  t h e s e  v a r i o u s  m e t h o d s  

a l l  show t h e  p r e s e n c e  o f  DNA a n d  RNA, a l t h o u g h  t h e  a m o u n ts  

f o u n d  d e p e n d  on t h e  i s o l a t i n g  t e c h n i q u e  u s e d .  P o l l i s t e r  a n d  

L e u c h t e n b e r g e r  ( 1 9 4 9 )  f o u n d  t h a t  t h e  r a t i o  o f  p r o t e i n  t o  

DNA e s t i m a t e d  on n u c l e i  i s o l a t e d  i n  c i t r i c  a c i d  was l o w e r  

t h a n  t h a t  f o u n d  i n  t i s s u e  s e c t i o n s .  B o u n c e ,  T i s h k o f f ,

B a r n e t t  a n d  E n e e r  ( 1 9 5 0 ) ,  u s i n g  n u c l e i  i s o l a t e d  b y  t h e  

B e h r e n s  ( 1 9 3 2 )  m e t h o d ,  o b s e r v e d  t h a t  t h e s e  n u c l e i  h a d  a
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much h i g h e r  p r o t e i n - D N A  r a t i o  t h a n  d i d  n u c l e i  o b t a i n e d  

u s i n g  c i t r i c  a c i d .  H ow ev er ,  n u c l e i  i s o l a t e d  b y  t h e  B e h r e n s  

(1938)  p r o c e d u r e  w e r e  p e c u l i a r  i n  t h a t  t h e i r  RNA c o n t e n t  

was g r e a t e r  t h a n  t h e i r  DNA c o n t e n t .

I n v e s t i g a t i o n s  on t h e  enzymes c o n t a i n e d  i n  i s o l a t e d  

r a t  l i v e r  n u c l e i ,  c a r r i e d  o u t  b y  Lan ( 1 9 4 3 ,  1944)  an d  

Bounce (1 9 4 3 b )  h a v e  shov/n t h e  p r e s e n c e  o f  a l d o l a s e ,  d - a m i n o  

o x i d a s e ,  a r g i n a s e ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  u r i c a s e ,

I I . C y t o p l a s m .

The i s o l a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  d a t e s  b a c k  t o  t h e  

y e a r  1 9 3 4 ,  when B e n s l e y  a n d  H o e r r  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  

o f  m i t o c h o n d r i a  f r o m  f r o z e n  d r i e d  m a t e r i a l .  T h i s  i n i t i a l  

s u c c e s s  was f o l l o w e d  b y  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  d i f f e r e n t i a l  

c e n t r i f u g a t i o n  t e c h n i q u e  i n  w h i c h  C l a u d e  ( 1 9 4 0 a ,  1 9 4 3 a ,

1 9 4 3 b ,  1946 )  a n d  L a z a ro w  ( 1 9 4 3 )  w e re  t h e  f o r e - r u n n e r s .

C l a u d e  ( 1 9 4 0 a ,  1 9 4 3 a ,  1 9 4 3 b ,  1946)  made u s e  o f  

a l k a l i n e  0 ,85;^  (w /v )  s o d i u m  c h l o r i d e  a s  h o m o g e n i s i n g  medium,  

b u t  t h i s  m e t h o d  o f t e n  g a v e  n o n - u n i f o r m ,  c o n t a m i n a t e d  a n d  

damaged p a r t i c l e s .  The m a in  o b j e c t i o n  t o  t h i s  m e th o d  i s  

t h a t  t h e r e  i s  a g g l u t i n a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s ;  

c o n s e q u e n t l y  a g g l u t i n a t e d  m i t o c h o n d r i a  a r e  s e d i m e n t e d  w i t h  

t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  a n d  a g g l u t i n a t e d  m i c r o s o m e s  a r e  s e d i m e n t e d  

w i t h  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .  The m i t o c h o n d r i a  o b t a i n e d  b y  

t h i s  p r o c e d u r e  a r e  n o t  m o r p h o l o g i c a l l y  t h e  same a s  t h o s e
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o f  t h e  i n t a c t  c e l l  (Hogeboom e t  a l .  1 9 4 8 ) ,  s i n c e  t h e y  a r e  

s p h e r i c a l  a n d  n o t  r o d - l i k e  i n  s h a p e  an d  do n o t  s t a i n  w i t h  

J a n u s  G reen  B a s  do t h o s e  o f  i n t a c t  c e l l s .

I n  1 9 4 8 ,  Hogeboom e t  a l .  f o u n d  t h a t  a p r e p a r a t i o n  

o f  m i t o c h o n d r i a ,  u n i f o r m  a n d  f a i r l y  u n a f f e c t e d  i n  t h e  

m o r p h o l o g i c a l  a n d  c y t o l o g i c a l  s e n s e ,  c o u l d  b e  o b t a i n e d  i f  

t h e  t i s s u e  was h o m o g e n i s e d  i n  0 . 8 8  M . - s u c r o s e  s o l u t i o n .

The m i t o c h o n d r i a ,  o b t a i n e d  b y  t h i s  p r o c e d u r e ,  r e t a i n  t h e i r  

r o d - l i k e  a p p e a r a n c e  a n d  t h e i r  a b i l i t y  t o  s t a i n  w i t h  J a n u s  

G re e n  B . T h i s  m e t h o d ,  h o w e v e r ,  r e q u i r e s  v e r y  h i g h  c e n t r i ­

f u g a l  f o r c e s  t o  s e p a r a t e  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .  More­

o v e r ,  t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u c r o s e  u s e d  p a r t i a l l y  

i n h i b i t s  some o f  t h e  enzyme s y s t e m s  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o ­

p l a s m i c  f r a c t i o n s .

A number  o f  more  o r  l e s s  e x t e n s i v e  m o d i f i c a t i o n s  

h a v e  s u b s e q u e n t l y  b e e n  made i n  t h e  b a s i c  m e t h o d  o f  Hogeboom 

e t  a l .  ( 1 9 4 8 ) .  The m o s t  i m p o r t a n t  v a r i a n t  o f  t h e  s u c r o s e  

m e t h o d ,  now w i d e l y  u s e d ,  i s  t h a t  o f  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 8 ) ,  i n  

w h i c h  0 . 2 5  M ( i s o t o n i c )  s u c r o s e  r e p l a c e s  t h e  0 . 8 8  Mc- 

s u c r o s e  p r e v i o u s l y  u t i l i s e d .  T h i s  r e n d e r s  t h e  p r e p a r a t i o n  

e a s i e r ,  i n  t h a t  l o w e r  c e n t r i f u g a l  f i e l d s  a r e  r e q u i r e d  t o  

c a u s e  s e d i m e n t a t i o n  o f  t h e  p a r t i c l e s .  F u r t h e r m o r e ,  i t  

e l i m i n a t e s  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  h i g h  s u c r o s e  c o n c e n ­

t r a t i o n s  on c e r t a i n  enz^^me s y s t e m s  a n d  t h u s  f a c i l i t a t e s



-12“

■ b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  ( S c h n e i d e r  & Hogehooni 1 9 5 0 ) .

I l a . M i t o c h o n d r i a .

M i t o c h o n d r i a ,  i n  t h e  n a r r o w e r  m e a n i n g  o f  t h e  t e r m ,  a r e  

c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  o f  a m a g n i t u d e  betv^/een 0 . 5  -  1 . 0  p., 

a n d  s t a i n a b l e  w i t h  J a n u s  Green  B,

The m i t o c h o n d r i a l  c o n t e n t  o f  t h e  c e l l s  v a r i e s  

g r e a t l y  f ro m  t i s s u e  t o  t i s s u e .  M i t o c h o n d r i a , p r e p a r e d  

f ro m  h o m o g e n a t e s  o f  r a t  l i v e r  i n  s u c r o s e ,  a c c o u n t e d  f o r  

2 3 - 2 6 ^  o f  t h e  t o t a l  n i t r o g e n  (Hogeboom e t  . a l , 19 48 ;

S c h n e i d e r  1 9 4 8 ;  S c h n e i d e r  & Hogeboom 1950 ;  S c h n e i d e r  &

P o t t e r  1 9 4 9 )  a n d  3 0 - 3 3 ^  o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  ( P r i c e ,

M i l l e r  & M i l l e r  1 948 ;  P r i c e ,  M i l l e r ,  M i l l e r  & Weber 1949)  

o f  t h e  o r i g i n a l  h o m o g e n a t e . The l a t t e r  v a l u e  i s  a l s o  

o b t a i n e d  b y  c a l c u l a t i o n  on t h e  b a s i s  o f  s u e c i n o x i d a s e  

a c t i v i t y .  T h i s  enzyme ,v jh ich i s  t o t a l l y  b o u n d  t o  t h e  m i t o ­

c h o n d r i a ,  a f f o r d s  a  s u i t a b l e  i n d e x  o f  y i e l d  when m i t o ­

c h o n d r i a  a r e  i s o l a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .

C h e m i c a l l y ,  m i t o c h o n d r i a  c o n s i s t  m a i n l y  o f  l i p o ­

p r o t e i n ;  i n  a d d i t i o n  t h e y  c o n t a i n  s m a l l  a m o u n t s  o f  RNA a n d  low 

mo 1 ebh . l a  r .  w e i g h t  ' c o m p o n e n t s .  P r o t e i n s ,  l i p i d s  a n d  n u c l e i c  

a c i d  t o g e t h e r  a c c o u n t  f o r  92^ o f  t h e  d r y  w e i g h t  o f  t h e  

m i t o c h o n d r i a  (Ada 1 9 4 9 ) .

I n  t h e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  RNA c o n t e n t  o f  m i t o c h o n d r i a ,  

b o t h  c y t o l e g i s t s  a n d  c h e m i s t s  h a v e  b e e n  c o n f r o n t e d  b y  t h e
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same d i f f i c u l t y ,  n a m e l y  t o  make o b s e r v a t i o n s  on t h e  

r e l a t i v e l y  l a r g e  m i t o c h o n d r i a  p o o r  i n  n u c l e i c  a c i d ,  u n ­

i n f l u e n c e d  b y  t h e  s m a l l ,  b u t  n u c l e i c  a c i d  r i c h  m i c r o s o m e s ,

Meyer  ( 1 9 2 0 )  was p r o b a b l y  t h e  f i r s t  t o  show t h a t  

m i t o c h o n d r i a  c o n t a i n e d  n u c l e i c  a c i d .  G h a n t r e n n e  ( 1 9 4 7 ) ,  

a n d  s u b s e q u e n t l y  . J e e n e r  ( 1 9 4 8 ) ,  i n  t h e i r  s t u d i e s  on t h e  

c h e m i c a l  a n d  e n z y m ic  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  

p a r t i c l e s ,  f o u n d  t h a t  t h e  f r a c t i o n  w i t h  t h e  h i g h e s t  s e d i ­

m e n t a t i o n  r a t e ,  n a m e l y  t h a t  w h i c h  r e p r e s e n t e d  t h e  p u r e s t  

p o s s i b l e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n ,  showed  t h e  l o w e s t  RNA 

c o n t e n t .  I n  t e r m s  o f  t h e  d r y  w e i g h t ,  t h i s  c o n t e n t  o f  

RNA was a b o u t  0 . 5 ^ ,

Hogeboom e t  a l .  ( 1 9 4 8 )  f o u n d  t h a t  t h e  RNA c o n t e n t  

o f  m i t o c h o n d r i a  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s e d  w a s h i n g  o f  t h e  

p r e p a r a t i o n ,  u n t i l  i t  f i n a l l y  a t t a i n e d  a  c o n s t a n t  v a l u e .

The v a l u e  o f  t h e  RNA c o n t e n t  o f  m i t o c h o n d r i a  o b t a i n e d  

b y  Hogeboom e t  a l .  ( 1 9 4 8 )  a g r e e d  w e l l  w i t h  t h e  f i n d i n g s  

o f  o t h e r  w o r k e r s  ( S c h n e i d e r  1 9 4 6 a ,  1 948 ;  Hogeboom 1 9 4 9 ;  

S c h n e i d e r  So P o t t e r  1 9 4 9 ;  M u n t e w y l e r ,  S e l f  t e r  & H a r k n e s s  

19 5 0 )  a n d  h a d  a  mean v a l u e  o f  11 ̂ g ,  RNA-phosphor  u s  p e r  

mg.  t o t a l  n i t r o g e n ,  w h i c h  c o r r e s p o n d s  a p p r o x i m a t e l y  to  t h e  

p e r c e n t a g e  v a l u e  o b t a i n e d  b y  G h a n t r e n n e  ( 1 9 4 7 )  a n d  J e e n e r  

( 1 9 4 8 ) .

M i t o c h o n d r i a  h a v e  b e e n  shown b y  Opie  a n d  L a v i n  ( 19 46)
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t o  b e  P e u l g e n - n e g a t i v e , w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  t h e y  c o n t a i n  

no DNA.

The l i p i d  c o n t e n t ,  m a i n l y  p h o s p h o l i p i d ,  o f  m i t o ­

c h o n d r i a  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  b y  s e v e r a l  a u t h o r s  ( C l a u d e  

19 4 6 ;  S c h n e i d e r  1 9 4 6 a ,  1 9 4 6 b ;  Barnum & H u s e b y  1 9 4 8 ;  Ada

1949)  a n d  vjas f o u n d  t o  a c c o u n t  f o r  25-30^1 o f  t h e i r  d r y  

w e i g h t .

Ada ‘(194 9) showed  t h a t  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  

m i t o c h o n d r i a  may b e  t a k e n  a s  6 5 - 7 0 ^  o f  t h e  d r y  w e i g h t .

Prom t h e  p u r e l y  c h e m i c a l  p o i n t  o f  v i e w ,  t h e  m i t o c h o n d r i a l  

p r o t e i n  h a s  n o t  b e e n  t h e  o b j e c t  o f  d e t a i l e d  s t u d y .  The 

main  i n t e r e s t  i n  t h i s  p r o t e i n  f r a c t i o n  h a s  c e n t r e d  r o u n d  

i t s  e n z y m i c  p r o p e r t i e s .  The e a r l i e s t  d i e c o v e r e d  e n z y m ic  

p r o p e r t y  o f  m i t o c h o n d r i a  was t h e i r  c o n t e n t  o f  c y t o c h r o m e  

o x i d a s e  a n d  c e r t a i n  r e l a t e d  r e s p i r a t o r y  enzyme systems 

(Hogeboom,  C l a u d e  & H o t c h k i s s  1 9 4 6 ) ,  I n  1 9 4 8 ,  G r e e n ,

Loomis & A u e r b a c h  showed t h a t  m i t o c h o n d r i a l  p r e p a r a t i o n s  

w e r e  c a p a b l e  o f  o x i d i s i n g  p y r u v i c  a c i d ,  f a t t y  a c i d s  a n d  

amino a c i d s  t o  OOg a n d  HgO t h r o u g h  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e .

The p r e s e n c e  o f  r i b o n u c l e a s e  a nd  d e o x y r i b o n u c l e a s e  was 

d e m o n s t r a t e d  b y  S c h n e i d e r  a n d  Hogeboom ( 1 9 5 2 b ) ,  w h i l e  

S c h n e i d e r ,  C l a u d e  a n d  Hogeb'oom ( 1 9 4 8 )  showed  t h a t  c y t o c h r o m e  

c was  a l s o  t o  b e  f o u n d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a ,  U r i c a s e  h a s  

b e e n  shown to  b e  p r e s e n t  b y  many w o r k e r s  ( S c h e i n ,  P o d b e r  &



-15-

H o v i k o f f  1 9 5 1 ;  S c h n e i d e r  & Hogeboom 1 9 5 2 a ;  N o v i k o f f ,  P o d b e r ,  

Ryan & Noe 1 9 5 3 ) .

I l b . M ic ro  s o m e s .

M i c r o s o m e s  a r e  s t r o n g l y  b a s o p h i l i c , P e u l g e n - n e g a t i v e , s u b -  

m i c r o s c o p i c  p a r t i c l e s  o f  a b o u t  5 0 - 1 5 0  mp. i n  d i a m e t e r  ( C l a u d e  

1 9 4 0 b ) .  They a r e  s t a i n e d  b y  i r o n  h a e m a t o x y l i n  ( V e n d r e l y

1 9 5 0 ) .  The b a s o p h i l i c  and  s i d e r o p h i l i c  p r o p e r t i e s  o f  m i c r o ­

somes a r e  e x p l a i n e d  by t h e i r  h i g h  c o n t e n t  o f  RNA.

The m i c r o s o m e s  c o n s t i t u t e  a v e r y  l a r g e  p r o p o r t i o n  

o f  t h e  c y b o p l a s m .  I n  s t u d i e s  o f  r a t  l i v e r  f r a c t i o n s  

(Bogeboom e t  a l .  1948 ;  S c h n e i d e r  1948 ;  S c h n e i d e r  & P o t t e r  

1 9 4 9 ) ,  18-20% o f  t h e  t o t a l  n i t r o g e n  o f  t h e  who le  t i s s u e  was 

a c c o u n t e d  f o r  b y  s u b m i c r o s c o p i c  p a r t i c u l a t e  m a t e r i a l .  The 

m o s t  s t r i k i n g  c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  m i c r o s o m e s  i s  

t h e i r  h i g h  c o n t e n t  o f  RNA a n d  l i p i d s .  The h i g h  p r o p o r t i o n  

o f  RNA was f i r s t  o b s e r v e d  b y  C l a u d e  ( 1 9 4 4 ,  1 9 4 6 ) .  I n  l a t e r  

s t u d i e s  (Hogeboom e t  a l .  1948 ;  S c h n e i d e r  1 9 4 8 ;  S c h n e i d e r  & 

P o t t e r  1 9 4 9 ;  S c h n e i d e r ,  Hogeboom & R o s s  1 9 5 0 ) ,  i t  h a s  b e e n  

shown t h a t  a p p r o x i m a t e l y  50% o f  t h e  RNA o f  w h o l e  r a t  o r  mouse 

l i v e r  i s  p r e s e n t  i n  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n .  When RNA p h o s ­

p h o r u s  i s  e x p r e s s e d  r e l a t i v e  t o  n i t r o g e n ,  a  v a l u e  o f  63  p g .  

p h o s p h o r u s  p e r  mg. n i t r o g e n  i s  o b t a i n e d  f o r  t h e  m i c r o s o m a l  

f r a c t i o n  c o m p a r e d  w i t h  27 p g .  p h o s p h o r u s  p e r  mg. n i t r o g e n  f o r  

t h e  t i s s u e  a s  a  w h o l e .
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The t o t a l  l i p i d  c o n t e n t  o f  t h e  m i c r o s o m e s  i s  a b o u t  

43% o f  t h e  d r y  w e i g h t  a n d  21% o f  t h e  t o t a l  l i p i d  c o n t e n t  o f  

t h e  c y t o p l a s m  ( C l a u d e  1 9 4 6 ;  Ada 1949;  H u s e b y  & Barnum 1 950 ;  

L e v i n  & C h a r g a f f  1 9 5 2 ) .  30% o f  t h e  d r y  w e i g h t  c o n s i s t s  o f

p h o s p h o l i p i d s ,  w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  65% o f  t h e  t o t a l  c y t o ­

p l a s m i c  pho s p h o l i p i d s .

A t  p r e s e n t  few enzymes  a r e  Imown t o  be  l o c a t e d  i n  

t h e  m i c r o s o m e s  a n d  s t i l l  f e w e r  a p p e a r  t o  b e  s p e c i f i c a l l y  

c o n c e n t r a t e d  t h e r e .  T h e r e  a p p e a r s  t o  b e  no d o u b t  o f  t h e  

p r e s e n c e  o f  D P N -c y to c h ro m e  c . r e d u c t a s e  (Hogeboom 1 94 9 ;  

Hogeboom & S c h n e i d e r  1950b)  a n d  T P N - c y t o c h ro m e  c r e d u c t a s e  

(Hogeboom & S c h n e i d e r  1 9 5 0 a ) ,  t h e  f o r m e r  b e i n g  f o u n d  i n  

h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  m i c r o  somes t h a n  i n  a n y  o t h e r  

f r a c t i o n .  H e r s , B e r t h e t ,  B e r t h e t  a n d  DeDuve (1951 )  h a v e  

shown t h a t  t h e  s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e , g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e ,  

i n  l i v e r  a n d  i n  k i d n e y ,  a s  w e l l  as  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  o f  

k i d n e y  a n d  i n t e s t i n a l  m u c o s a ,  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  m i c r o  s o m e s . 

So m a r k e d  i s  t h i s  c o n c e n t r a t i o n ,  t h a t  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  h a s  b e e n  u s e d  b y  DeDuve,  A p p e lm a n s  a n d  W a t t i a u x  

(1 9 5 2 )  a s  a t e s t  f o r  m i c r o  s o m e s .

l i e .  C e l l  s a p .

T h i s  f r a c t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  c o n t a i n s  a l l  t h e  n o n - s e d i ­

m e n t a b l e  o r  s o l u b l e  m a t e r i a l  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l , a s  w e l l  

a s  a n y  m a t e r i a l ,  s u c h  a s  l i p i d  d r o p l e t s ,  w h i c h  m i g r a t e
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c e n t r i p e t a l l y  due to  i t s  low d e n s i t y .  I t  i s  t o  be  n o t e d ,  

h o w e v e r ,  t h a t  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h i s  f r a c t i o n  i s  u s u a l l y  

an a r b i t r a r y  o n e ,  d e p e n d i n g  on t h e  c e n t r i f u g a l  f o r c e  

a v a i l a b l e .  The c o n d i t i o n s  em p lo y e d  b y  S c h n e i d e r  a n d  Hog e­

boom ( 1 9 5 0 )  t o  p r e p a r e  m i c r o s o m e s ,  s e d i m e n t e d  p a r t i c l e s  a s  

s m a l l  a s  50 m^, i n  d i a m e t e r .  T h u s ,  c e l l  s a p ,  o r  s u p e r n a t a n t ,  

c o n t a i n e d  a l l  t h e  p a r t i c l e s  s m a l l e r  t h a n  50mji.  o r ,  i n  t e r m s  

o f  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  a l l  p a r t i c l e s  h a v i n g  m o l e c u l a r  w e i g h t s  

l e s s  t h a n  a b o u t  1 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0 ,

The s o l u b l e  f r a c t i o n  c o m p r i s e s  a c o n s i d e r a b l e  p r o ­

p o r t i o n  o f  t h e  t i s s u e  i n  t e r m s  o f  t o t a l  n i t r o g e n  o r  p r o t e i n *  

32-44% o f  t h e  t o t a l  n i t r o g e n  o f  r a t  l i v e r  (Hogeboom e t  a l *  

194 8 ;  S c h n e i d e r  1 9 4 8 ;  S c h n e i d e r  & Hogeboom 1950)  a n d  49% 

o f  r a b b i t  l i v e r  (Le Pa ge  & S c h n e i d e r  1948)  h a v e  been r e c o v e r e d  

i n  t h i s  f r a c t i o n ,

RNA i s  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l  s a p ,  a l t h o u g h  

g e n e r a l l y  i t s  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h i s  f r a c t i o n  i s  l o w e r  t h a n  

i n  t h e  w h o l e  t i s s u e ,  Hogeboom e t  a l ,  ( 1 9 4 8 )  a n d  S c h n e i d e r  

( 1 9 4 8 )  r e p o r t e d  t h a t  21-23% o f  t h e  t o t a l  RNA p r e s e n t  i n  r a t  

l i v e r  i s  f o u n d  i n  t h e  c e l l  s a p  f r a c t i o n .

The m a in  c o m p o n e n t  o f  t h e  c e l l  sa p  a p p e a r s  to  be  

p r o t e i n  i n  n a t u r e .  T h u s ,  P r i c e  e t  a l .  ( 1 9 4 9 )  r e p o r t e d  t h a t  

39% o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  o f  r a t  l i v e r  was t o  b e  f o u n d  i n  t h e  

c e l l  s a p .  Among t h e  e n z y m e s ,  w h i c h  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  p r e s e n t

i n  t h e  c e l l  s a p  o f  r a t  a n d  mouse  l i v e r ,  a r e  c y t o c h r o m e  o
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( S c h n e i d e r  e t  a l .  1 9 4 8 ;  S c h n e i d e r  & Hogeboom 1 9 5 0 ) ,  i s o c i t r i c  

d e h y d r o g e n a s e  (Hogeboom & S c h n e i d e r  1 9 5 0 a )  a n d  a c i d  a n d

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  ( N o v i k o f f ,  P o d b e r  & Ryan 1 9 5 0 ) .
/

J u l e n ,  S n e l l m a n  & S y l v e n  (1950)  f r a c t i o n a t e d  m a s t  

c e l l s  w i t h  a  v ie w  to  i n v e s t i g a t i n g  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d i s ­

t r i b u t i o n  o f  h e p a r i n .  They  g r o u n d  o x  l i v e r  w i t h  i s o t o n i c  

p h o s p h a t e  b u f f e r  a n d  . f r a c t i o n a t e d  t h e  r e s u l t i n g  homo g e n a t e  

i n t o  m i t o c h o n d r i a ,  m i c r o s o m e s  a n d  a f i n a l  s u p e r n a t a n t ,  w h i c h  

t h e y  o b t a i n e d  b y  c e n t r i f u g i n g  f o r  5 - 6  h o u r s  a t  6 0 , 0 0 0  g .

The s u p e r n a t a n t ,  w h i c h  was so o b t a i n e d ,  was f o u n d  t o  c o n t a i n  

82% o f  t h e  t o t a l  h e p a r i n  p r e s e n t  i n  t h e  h o m o g e n a t e .  M i c r o ­

g r a p h s  o f  t h i s  m a t e r i a l  showed t h e  p r e s e n c e  o f  p a r t i c l e s  

w i t h  an  e s t i m a t e d  d i a m e t e r  o f  l e s s  t h a n  10 mp.. E l e c t r o ­

p h o r e t i c  a n d  u l t r a c e n t r i f u g a l  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

h e p a r i n  was b o u n d  t o  t h e s e  p a r t i c l e s  i n  t h e  fo rm o f  a p r o t e i n  

c o m p l e x .

2 .  E s t i m a t i o n  o f  N u c l e i c  A c i d s .

V a r i o u s  m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  e s t i m a t i o n  o f  n u c l e i c  

a c i d s  i n  w h o l e  t i s s u e  a n d  i n  t h e  c o m p o n e n t s  o f  c e l l s .  The 

c h e m i c a l  m e t h o d s  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  n u c l e i c  a c i d  c o n t e n t  o f  

a  t i s s u e  may b e  b a s e d  on ( a ) . t h e  p h o s p h o r u s  c o n t e n t ;  ( b ) t h e  

s u g a r  c o n t e n t ;  a n d  ( c )  t h e  amount  o f  p u r i n e ( o r  p y r i m i d i n e )  

p r e s e n t .  W h i c h e v e r  m e t h o d  o f  e s t i m a t i o n  i s  e m p l o y e d ,  i t  i s



-19-

f i r s t  n e c e s s a r y  t o  r e m o v e  f ro m  t h e  t i s s u e  a n y  I n t e r f e r i n g  

s u b s t a n c e s ,  s u c h  a s  s i m p l e  n u c l e o t i d e s  o r  n u c l e o s i d e s .  I t  

i s ,  t h e r e f o r e , u s u a l  t o  f i r s t  e x t r a c t  t h e  t i s s u e  w i t h  a c i d ,  

e . g .  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  (TCA),  t o  r em o v e  a c i d  s o l u b l e  

p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s ,  s u c h  a s  mono-  a n d  d i - n u c l e o t i d e s , a n d  

t h e n  w i t h  l i p i d  s o l v e n t s  t o  r e m o v e  l i p i d  p h o s p h o r u s  ( L P ) .

The r e s i d u e  c o n t a i n s  a c i d - i n s o l u b l e - n o n - l i p i d  p h o s p h o r u s  

(AINLP) ,  w h i c h  i s  p r o t e i n  b o u n d  a nd  made u p  m a i n l y  o f  r i b o ­

n u c l e i c  a c i d  p h o s p h o r u s  (RNAi-P)and d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  

p h o s p h o r u s  (DNA-P) a l o n g  w i t h  p h o s p h o p r o t e i n  p h o s p h o r u s  ( P P ) ,  

a n d  s m a l l  a m o u n t s  o f  o t h e r  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s .

I n  t h e  f r a c t i o n a t i o n  scheme d e s c r i b e d  b y  S c h m i d t  

a n d  T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 ) ,  t h e  e x t r a c t e d  t i s s u e  r e s i d u e ,  c o n ­

t a i n i n g  AINLP,  i s  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  w i t h  warm d i l u t e  a l k a l i  

w h i c h  h y d r o l y s e s  t h e  RNA t o  a c i d  s o l u b l e  r i b o s e  m o n o - n u c l e o ­

t i d e s ,  w i t h o u t  a f f e c t i n g  DNA i n  a n y  w ay .  When t h e  a l k a l i n e  

d i g e s t  i s  a c i d i f i e d ,  t h e  DNA i s  p r e c i p i t a t e d  a l o n g  w i t h  t h e  

d e g r a d e d  p r o t e i n ,  a n d  may be  d e t e r m i n e d  a s  DNA-P. The 

s o l u b l e  m a t t e r  p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  c o n t a i n s  t h e  

n u c l e o t i d e s  c y t i d y l i c  a c i d ,  a d e n y l i c  a c i d ,  g u a n y l i c  a c i d  a n d  

u r i d y l i c  a c i d ,  d e r i v e d  f r o m  t h e  RNA, w h i c h  may b e  e s t i m a t e d  

a s  RNAP. Any p h o s p h o p r o t e i n  p h o s p h o r u s  p r e s e n t  may b e  d e t e r ­

m i n e d  b y  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  i n o r g a n i c  p h o s p h o r u s  f rom  t h e  

q c i d  s u p e r n a t a n t  f l u i d .  The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  i n o r g a n i c
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p h o s p h a t e  a n d  t h e  t o t a l  p h o s p h a t e  r e p r e s e n t s  m a i n l y  t h e  

amount  o f  OTA'P.

I n  t h e  p r o c e d u r e  o f  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 5 ) ,  t h e  n u c l e i c  

a c i d s  a r e  e x t r a c t e d  f ro m  t h e  A IE IP  w i t h  d i l u t e  TCA a t  90^0 

f o r  15 m i n u t e s .  The n u c l e i c  a c i d s  a r e  s p l i t  o f f  a s  s o l u b l e

p r o d u c t s  i n  t h e  a c i d  e x t r a c t ,  w h i c h  c a n  t h e n  be  d e t e r m i n e d

by  t h e i r  r i b o s e  an d  d e o x y r i b o s e  c o n t e n t .  S c h n e i d e r  e t  a l .

(195 0) a n d  O g u r , M i n k l e r ,  L i n d e g r e n  an d  L i n d e g r e n  ( 1 9 5 2 )  

h a v e  m o d i f i e d  t h e  S c h n e i d e r  ( 19 45)  p r o c e d u r e  b y  u s i n g  p e r ­

c h l o r i c  a c i d  i n  p l a c e  o f  TCA.

I t  h a s  b e e n  shown b y  D a v i d s o n ,  G a r d n e r ,  H u t c h i s o n ,

M c l n d o e ,  Raymond a n d  Shaw (194 9)  a n d  D a v i d s o n ,  F r a z e r  and  

H u t c h i s o n  ( 1 9 5 0 )  t h a t  t h e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s  o b t a i n e d  b y  

t h e s e  m e t h o d s  a r e  c o n t a m i n a t e d  w i t h  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  a n d  

t h a t  t h e  p h o s p h o p r o t e i n  o b t a i n e d  by  t h e  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 5 )  

m e t h o d  was a l w a y s  g r e a t e r  i n  amount  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  b y  

t h e  S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  (1945)  p r o c e d u r e .  Vifhen t h e  

amount  o f  RNA, o b t a i n e d  f r o m  t h e  AINLP by  t h e  S c h m i d t  a n d  

T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 )  m e t h o d  I s  c a l c u l a t e d  f rom r i b o s e  e s t i m a t i o n s ,  

a n d  when i t  i s  f r a c t i o n a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  i o n o p h o r e s i s , 

d e s c r i b e d  b y  D a v i d s o n  a n d  S m e l l i e  ( 1 9 5 2 a )  mo re  p h o s p h o r u s  i s  

' f o u n d  t o  be p r e s e n t  t h a n  c a n  be  a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  f o u r  

n u c l e o t i d e s  a l o n e .  D a v i d s o n  and S m e l l i e  ( 1 9 5 2 b ) h a v e  shown 

t h a t  i n  l i v e r  t i s s u e  o n l y  80^' o f  t h e  p h o s p h o r u s  o f  t h e  A2S,
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o b t a i n e d  b y  t h e  S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 )  p r o c e d u r e ,  

i s  n u c l e o t i d e  p h o s p h o r u s ,  t h e  r e m a i n d e r  b e i n g  d e r i v e d  f ro m  

o t h e r  p h o s p h a t e  e s t e r s .

The p r o c e d u r e  d e s c r i o e d  b y  Ogur  a n d  R o s en  ( 1950) ,  

b y  w h i c h  t h e  AINLP r e s i d u e  i s  t r e a t e d  w i t h  N - p e r c h l o r i c  a c i d  

f o r  18  h o u r s  a t  4^0 t o  rem ove  RNA, a n d  t h e  r e s i d u e ,  r e m a i n i n g  

a f t e r  N - p e r c h l o r i c  a c i d ,  i s  t h e n  t r e a t e d  w i t h  0 . 5  N - p e r c h l o r i c  

a c i d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  70*^0 t o  re m o v e  t h e  DNA, was o r i g i n a l l y  

; d . e s i g n e d ‘ f o r  p l a n t  t i s s u e s .  Y^ith a n i m a l  t i s s u e s ,  i t  i s  

r e co m m en d ed  t h a t  t h e  DNA be e x t r a c t e d  w i t h  N - p e r c h l o r i c  a c i d  

a t  80^0 f o r  30 m i n u t e s .  Ogur e t  a l .  ( 1 9 5 2 )  h a v e  shown t h a t  

w i t h  t h i s  p r o c e d u r e  some o f  t h e  DNA i s  e x t r a c t e d  w i t h  t h e  

f i r s t  a c i d  e x t r a c t i o n ,  a n d  a p p e a r s  i n  t h e  RNA f r a c t i o n .

The m e t h o d s  o f  e s t i m a t i n g  n u c l e i c  a c i d s  b y  t h e i r  

s u g a r  c o n t e n t  a r e  d e p e n d e n t  on c o l o u r  r e a c t i o n s  o f  t h e  p e n t o s e  

a n d  d e o x y p e n t o s e  s u g a r s .  Most  o f  t h e  t e c h n i q u e s  o f  d e t e r m i n i n g  

p e n t o s e  d ep e n d  u p o n  t h e  l i b e r a t i o n  o f  f u r f u r a l  when t h e  

p e n t o s e - c o n t a i n i n g  m a t e r i a l  i s  h e a t e d  w i t h  h y d r o c h l o r i c  a c i d .  

R e e v e s  a n d  Munro ( 1 9 4 0 )  h a v e  d e s c r i b e d  a  p r o c e d u r e  w h e r e b y  

t h e  f u r f u r a l  f o r m e d  i s  t r a p p e d  i n  x y l e n e  a n d  a l l o w e d  to  r e a c t  

w i t h  a n i l i n e  a c e t a t e  t o  f o rm  a  r e d  c o l o u r .  T h i s  m e t h o d  h a s  

be e n  u s e d  b y  D a v i d s o n  a n d  Waymouth ( 1 9 4 4 )  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  

o f  RNA. A n o t h e r  m e t h o d  o f  e s t i m a t i n g  p e n t o s e s  i s  d e p e n d e n t  

on t h e i r  r e a c t i o n  w i t h  o r c i n o l  (Mejbaum 1 9 3 9 ) ,  T h i s  t e c h n i q u e
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h a  s a l s o  been  u s e d  b y  D a v i d s o n  a n d  Waymouth (1 9 4 4 )  f o r  t h e  

e s t i m a t i o n  o f  RNA. The m o s t  commonly e m p l o y e d  m e th o d  f o r  

d e o x y p e n t o s e  e s t i m a t i o n  i s  t h e  D i s c h e  ( 1 9 3 0 )  d i p h e n y l a m i n e  

r e a c t i o n .  T h i s  r e a c t i o n  i s  d e p e n d e n t  upon  t h e  f o r m a t i o n  o f  

a  b l u e  c o l o u r  when DNA i s  h e a t e d  w i t h  d i p h e n y l a m i n e  i n  

a c i d  s o l u t i o n .  More r e c e n t l y ,  C e r i o t t i  ( 1 9 5 2 )  d e s c r i b e d  a 

q u a n t i t a t i v e  c o l o u r  r e a c t i o n  w i t h  i n d o l e ,  v jh ich  ca n  be u s e d  

f o r  d e t e r m i n i n g  DNA.

The u s u a l  m e t h o d  o f  e s t i m a t i n g  n u c l e i c  a c i d s  b a s e d  

on t h e i r  p u r i n e  c o n t e n t  i s  t h a t  o f  G r a f f  a n d  M a c u l l a  ( 1 9 3 5 ) ,  

i n  w h i c h  t h e  p u r i n e s  a r e  p r e c i p i t a t e d  a s  c o p p e r  c o m p l e x e s .  

V e n d r e l y  ( 1 9 4 7 )  h a s  m o d i f i e d  t h i s  t e c h n i q u e  so t h a t  m i c r o  

a m o u n t s  o f  p u r i n e  n i t r o g e n  may be d e t e r m i n e d .  I h e  main  

d i s a d v a n t a g e s  o f  m e t h o d s  b a s e d  on t h e  p u r i n e  c o n t e n t  o f  

n u c l e i c  a c i d s ,  a r e  t h a t  t h e y  a r e  t e d i o u s  t o  c a r r y  o u t  a n d  

t h a t  t h e y  do n o t  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  RNA a n d  DNA.

A f t e r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  RNA and  DNA f rom  t h e  AILNP 

r e s i d u e s ,  b y  t h e  n e t h o d  o f  S c h m i d t  a nd  T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 )  

o r  t h a t  o f  Ogur a n d  R o s e n  ( 1 9 5 0 ) ,  t h e  a m o u n t  o f  n u c l e i c  a c i d  

i n  e a c h  f r a c t i o n  may r e a d i l y  b e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  e x t i n c t i o n  

o f  t h e  s o l u t i o n  i n  t h e  u l t r a v i o l e t  i n  t h e  q u a r t z  s p e c t r o ­

p h o t o m e t e r  (Ogur  & Rosen  195 0 ;  L o g a n ,  M a n n e l l  & R o s s i t e r  195 2 ;  

P a t t e r s o n  & Dackerman  1 9 5 2 ) .  When , t h e  e x t i n c t i o n  o f  t h e  

s o l u t i o n  i n  t h e  u l t r a v i o l e t  i s  t o  be  u s e d  a s  a means o f
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d e t e r m i n i n g  t h e  amount  o f  n u c l e i c  a c i d  i n  t h e  s o l u t i o n , 

p e r c h l o r i c  a c i d  i s  a u s e f u l  e x t r a c t i n g  a n d  p r e c i p i t a t i n g  

a g e n t  , s i n c e  i t  h a s  a  l o w e r  e x t i n c t i o n  i n  t h e  u l t r a v i o l e t  

t h a n  d o e s  TCA, w h i c h  a b s o r b s  s t r o n g l y  a t  260 mp.

Of a l l  t h e  m e t h o d s  a v a i l a b l e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  c o n t e n t  o f  t i s s u e s ,  t h e  S c h m i d t  a n d  

T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 )  p r o c e d u r e ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  

i o n o p h o r e s i s  t e c h n i q u e  o f  D a v i d s o n  a n d  S m e l l i e  ( 1 9 5 2 a ) , , r e ­

m a in s  t h e  s i m p l e s t  a n d  m o s t  c o n v e n i e n t  m e t h o d  o f  e s t i m a t i n g  

t h e  RNA c o n t e n t .  The S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 )  p r o ­

c e d u r e  a l o n e ,  w h i l e  i t  g i v e s  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  f o r  DNA-P 

c o n t e n t ,  h a s  a  t e n d e n c y  t o  g i v e  h i g h  v a l u e s  f o r  t h e  RNA^P 

c o n t e n t . H o w e v e r ,  i f  t h e  . c o n c o m i t a n t  p h o s p h o r u s  compounds  

a r e  r e m o v e d  f ro m  t h e  r i b o n u c l e o t i d e s  b y  i o n o p h o r e s i s ,  o r  

t h e  amount  o f  RNA i s  d e t e r m i n e d  b y  a m e th o d  o t h e r  t h a n  b y  

p h o s p h o r u s  c o n t e n t ,  t h e  S c h m i d t  and  T h a n n h a u s e r  ( 1945 )  

p r o c e d u r e  g i v e s  good r e s u l t s  f o r  t h e  RNA c o n t e n t  o f  t h e  

m a t e r i a l .

S m e l l i e ,  Kay ,  Humphrey a n d  D a v i d s o n  (195 5)  h a v e  

r e c e n t l y  e m p l o y e d  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  K a y ,  Simmon a n d  

Dounce ( 1 9 5 2 )  m e t h o d  o f  i s o l a t i o n  o f  DNA f ro m  t i s s u e s  u s i n g  

t h e  d e t e r g e n t  s o d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e  ( S m p i c o l )  t o  o b t a i n  

a  p u r i f i e d  DNA f r a c t i o n  f r o m  t h e  a c i d  i n s o l u b l e  r e s i d u e  

a f t e r  a l k a l i n e  d i g e s t i o n  o f  t h e  AINLP f r a c t i o n .

Some o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  n u c l e i c



Table 1.

N u c l e i c  A c i d  C o n t e n t  o f  V a r i o u s  T i s s u e s ,  

(Method  o f  S c h m i d t  & T h a n n h a u s e r  1945)

m g .P / lO O  g , f r e s h  t i s s u e

T i s s u e S p e c i e s RNA-P DNA-P R a t i o  R/D

L i v e r R a t  ( 2 0 0 - 2 4 0 g . ) 7 7 - 1 1 0 2 1 - 2 5 4 . 0
R a t  ( 6 0 - 8 0 g , ) 1 0 6 - 1 2 2 2 8 - 3 7 3 . 6
R a t  ( p r e g n a n t  f e m a l e ; 1 1 0 - 1 1 8 2 1 - 2 3 5 . 2
R a t  (em br yo ) 8 7 -1 3 4 3 5 - 6 5 2 . 2
R a b b i t
R a b b i t  ( p r e g n a n t

4 4 - 7 6 1 6 - 2 9 2 , 7

- f e m a l e ) 6 7 - 1 3 8 14 -17 6 . 8
Ra bb i  t  ( embryo ) 8 7 -1 0 5 61- 84 1 . 3
Man 3 7 - 7 4 16 -25 3 . 0

P a n c r e a s R a b b i t 1 0 8 - 1 3 0 4 4 - 6 1 2 . 3
Ox 1 7 0 - 1 8 5 2 1 - 2 2 8 . 1
Man (one  s a m p l e ) 42 31 3 . 6

K i d n e y R a t 2 5 - 4 7 3 3 - 4 3 0 . 7

B r a i n R a t 2 0 - 3 3 1 5 - 1 9 1 . 5

S p l e e n R a t  ( 2 0 G ^ 2 4 0 g . ) 6 3 - 8 6 7 6 -8 5 0 . 9
R a t  ( 6 0 - 8 0 g . ) 7 0 - 8 2 6 8 - 7 8 1 . 0
Rabb i  t 6 7 -7  9 8 1 - 9 6 0 . 8
Man ( on e  s a m p l e ) 36 77 0 . 5

Thymus R a t  ( 2 0 0 - 2 4 0 g . ) 87 -11 6 18 1- 24 2 0 . 5
R a t  ( 6 0 - 8 0 g . ) 1 1 4 - 1 3 5 181- 26 1 0 . 6
R a b b i t 8 9 - 9 9 181-25C 0 . 4
C a l f 8 0 - 1 0 0 224-25C 0 . 4



Table 2 ,

Gonee n t r a t i o n  o f  N u c l e i c  A c i d s  i n  N o r m a l  a n d  M a l i g n a n t  

T i s s u e s  a s  D e t e r m i n e d  b y  t h e  Method  o f  S c h n e i d e r ( 1 9 4 5 )

( S c h n e i d e r  & EGLug 1 9 4 6 ) ,

T i s  s u e

R a t
R a t
R a t
R a t
R a t
R a t
R a t
R a t
R a t
R a t

s k e l e t a l  m u s c l e  
c a r d i a c  m u s c l e  
b r a i n  
l u n g  
k i d n e y  
t h  ymu 8  
s p l e e n  
p a n c r e a s  
l i v e r  
h e p a t o m a  

F l e x n e r  Job  l i n g  ra% . h e p a t o m a  
J e n s e n  r a t  s a r c o m a  
W a l k e r  No.  25 6  r a t  c a r c i n o ­

s a r c o m a

m g , p h o s p h o r u s  p e r  1 0 0  g, 
f r e s h  t i s s u e

RNA-P

4 , 7 - 1 0 . 4
9 . 6 - 1 5 . 3

1 4 . 7 - 1 9 . 8
1 1 . 7 - 2 4 . 4
2 4 . 9 - 3 0 . 2
2 8 . 6 - 4 7 . 2
3 6 . 7 - 5 3 , 7  

1 4 7 - 2 3 4
5 5 . 0 - 7 1 . 5
3 2 . 9 - 6 9 . 1  
3 5 . 2 - 6 4 . 0  
47 . 0 - 5 9 , 2

5 2 . 4 - 6 5 . 0

DNA-P

3 . 6 - 9 . 4
1 0 . 8 - 1 9 . 7
1 1 . 9 - 1 2 , 9  
4 6 . 6 - 8 0 , 7
3 3 . 1 - 4 2 , 6  

2 4 0 - 3 0 9  
1 1 5 - 1 3 5

3 7 . 2 - 4 8 . 2  
2 0 . 8 - 3 1 . 3
4 8 . 0 - 8 4 , 9  
47 . 2 - 6 2 . 6
5 2 . 0 - 7 5 . 9

6 1 . 3 - 7 2 . 1
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a c i d  c o n t e n t  o f  t i s s u e s ,  u s i n g  t h e  S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  

(1 9 4 5 )  p r o c e d u r e  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  1 ,  R e s u l t s  o b t a i n e d  

b y  S c h n e i d e r  . a n d  K lu g  ( 1 9 4 6 ) ^ u s i n g  t h e  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 5 )  

m e t h o d  o f  d e t e r m i n i n g  t h e  n u c l e i c  a c i d  c o n t e n t  o f  t i s s u e s  

a r e  gilü^en i n  T a b l e  2 . I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  s t r a i g h t ­

f o r w a r d  S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  (1 9 4 5 )  p r o c e d u r e  g i v e s  much 

h i g h e r  RNA v a l u e s  t h a n  d o e s  t h e  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 5 )  p r o c e d u r e .

W i t h  t h e  a i d  o f  t h e  c e l l  f r a c t i o n a t i o n  t e c h n i q u e s  

a n d  u s i n g  t h e s e  m e t h o d s  o f  e s t i m a t i n g  n u c l e i c  a c i d s  s e v e r a l  

w o r k e r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d s  i n  

t h e  n u c l e i  a n d  c y t o p l a s m i c  c o m p o n e n t s  o f  many t i s s u e s .  Some 

o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  3 .  T h e s e  

r e s u l t s  show t h a t  DNA i s  t o  b e  f o u n d  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  

n u c l e i ,  a s  was  shown b y  h i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s .  The 

d i s t r i b u t i o n  o f  RET A i n  t h e  c e l l  i s  t o  be  ho t e d .  The 

n u c l e a r  RNA a p p e a r s  t o  a c c o u n t  f o r  a p p r o x i m a t e l y  15 p e r  c e n t  

o f  t h e  t o t a l  RNA o f  t h e  c e l l .  I n  t h e  c y t o p l a s m ,  t h e  m i c r o -  

some s w o u l d  a p p e a r  t o  b e  r i c h e s t  i n  RNA, a c c o u n t i n g  f o r  

n e a r l y  50  p e r  c e n t  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA, w h i l e  t h e  

m i t o c h o n d r i a  c o n t a i n  o n l y  a  s m a l l  amount  o f  RNA.

3 .  The B i o l o g i c a l  A c t i v i t y  o f  t h e  N u c l e i c  A c i d s .

The m e t a b o l i s m  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  

s t u d i e d  b y  s e v e r a l  g r o u p s  o f  w o r k e r s ,  u s i n g  t h e  i s o t o p e
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t e c h n i q u e s  w h i c h  h a v e  become a v a i l a b l e  i n  r e c e n t  y e a r s .

The p r o b l e m  o f  n u c l e i c  a c i d  t u r n o v e r  may b e  i n v e s t i g a t e d  

by  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s  ( P ) ,  i n

t h e  f o r m  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  to  t h e  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l ,  o r  b y  a d m i n i s t e r i n g  compounds l a b e l l e d  w i t h  r a d i o ­

a c t i v e  c a r b o n  ( )  o r  h e a v y  n i t r o g e n  ( ^ ^ N ) .  I t  i s  p o s s i b l e  

t o  s t u d y  t h e  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d s ,  b y  

d e t e r m i n i n g  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e s e  l a b e l l e d  compounds  

i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  t i s s u e .

I t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  t o  e x a m in e  t h e  t u r n o v e r  r a t e s  

o f  t h e  b a s e s  o f  b o t h  RNA and  BNA o f  v a r i o u s  t i s s u e s ,  b y  

u s i n g  p r e c u r s o r s  o f  n u c l e i c  a c i d s  l a b e l l e d  w i t h  e i t h e r  '̂^G 

o r  D a v i d s o n  a n d  Raymond (1 9 4 8 )  f e d  ammonium c i t r a t e

l a b e l l e d  w i t h  ^^N t o  p i g e o n s  a n d  r a t s , a n d  f o u n d  t h a t  t h e  

i s o t o p e  was  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  RNA o f  t h e  l i v e r , b u t  

t h a t  t h e r e  was n e g l i g i b l e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  DNA o f  t h e  

l i v e r .  I n  1 9 4 4 ,  P l e n t l  a n d  S c h o e n h e i m e r  s h o w e d ,  w i t h  t h e  

a i d  o f  l a b e l l e d  g u a n i n e ,  t h a t  g u a n i n e  d i d  n o t  a c t  a s  a 

p r e c u r s o r  o f  t i s s u e  n u c l e i c  a c i d  p u r i n e s  o r  p y r i m i d i n e s .  

B r o w n ,  R o l l ,  P l e n t l  an d  G a v l i e i r i  ( 19 48)  f o u n d  t h a t  l a b e l l e d  

a d e n i n e  was i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  a d e n i n e ,  a n d  t o  a l e s s e r  

e x t e n t  i n t o  t h e  g u a n i n e ,  o f  t i s s u e  n u c l e i c  a c i d s .  B r o w n ,  

P e t e r m a n n  an d  P u r s t  (1 9 4 8 )  f e d  l a b e l l e d  a d e n i n e  to  r a t s  a n d  

fo u n d  t h a t  i n  t h e  RNA f r a c t i o n  o f  t h e  v i s c e r a  1 5 , 9  p e r  c e n t
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o f  t h e  a d e n i n e  a n d  9 . 1  p e r  c e n t  o f  t h e  g u a n i n e  was d e r i v e d  

f ro m  t h e  d i e t a r y  a d e n i n e .  I n  t h e  DNA f r a c t i o n ,  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  a m o u n ts  w e r e  o n l y  0 . 5 5  p e r  c e n t  and  0 . 3 2  

p e r  c e n t .  L e p a g e  a n d  H e i d e l h e r g e r  ( 1 9 5 1 )  o b t a i n e d  r a p i d  

i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ ^ C - g l y c i n e  i n t o  t h e  p u r i n e s  o f  b o t h  

RNA a n d  DNA o f  r a t  l i v e r  and  t u m o u r .

■ S e v e r a l  w o r k e r s ,  among them M a r s h a k  a n d  G a l v e t  

(1949-) ,  J e e n e r  ( 1 9 4 9 a ) ,  Barnum a n d  H u s e b y  ( 1 9 5 0 ) ,  J e e n e r  

a n d  S z a f a r z  ( 1 9 5 0 )  a n d  M c lnd oe  a n d  D a v i d s o n  ( 1 9 5 2 ) , h a v e  

f o u n d  t h a t  3 2 p i g  i n c o r p o r a t e d  much more r a p i d l y  i n t o

t h e  n u c l e a r  RNA t h a n  i n t o  t h e  RNA o f  t h e  c y t o p l a s m i c  com­

p o n e n t s  .

D a v i d s o n  e t  a l .  ( 1 9 5 1 )  showed t h a t  i n  e x p e r i m e n t s  

u s i n g  3 2 p i t  w a s . n o t  m e r e l y  s u f f i c i e n t  t o  s e p a r a t e  t h e  

v a r i o u s  p h o s p h o r u s  c o m p o n e n t s  o f  t h e  t i s s u e s  b y  some p r o ­

c e d u r e , s u c h  a s  t h a t  o f  S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 ) ,  

s i n c e  t h e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  RNA a n d  DNA a l s o  c o n t a i n  

o t h e r  p h o s p h o r u s  compounds  w h ic h  h a v e  much h i g h e r  a c t i v i t i e s  

t h a n  t h o s e  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s .

J e e n e r  ( 1 9 4 9 a ,  1949b )  h a d  r e c o g n i s e d  t h e  d a n g e r s  

o f  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s ,  a s  p r e ­

p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 ) ,  

w i t h  compounds  h i g h l y  l a b e l l e d  w i t h  32p^ To re m o v e  t h e s e

a c t i v e  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s ,  J e e n e r  ( 1 9 4 9 a ,  19 49b)  a d d e d
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c a r r i e r  i n o i ’g a n i c  p h o s p h a t e  t o  t h e  wash  s o l u t i o n s  u s e d  

i n  p r e p a r i n g  t h e  n u d e i o  a c i d  f r a c t i o n s .

The i o n o p h o r e t i c  p r o c e d u r e  o f  D a v i d s o n  a n d  S m e l l i e  

( 1 9 5 2 ^ ) h a s  b e e n  shown t o  b e  i n v a l u a b l e  i n  e l i m i n a t i n g  

t h e s e  a c t i v e  p h o s p h o r u s  compounds a n d  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  

o f  t h e  RNA n u c l e o t i d e s  f o r  s p e c i f i c  a c t i v i t y  m e a s u r e m e n t s .

The o b j e c t  o f  t h i s  w o r k  was t o  s t u d y  t h e  r i b o n u c l e i c  

a c i d s  o f  t h e  c e l l  a n d  to  i n v e s t i g a t e  t h e  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  

b y  w h i c h  t h e  RETA o f  t h e  d i f f e r e n t  c e l l  p a r t i c l e s  may b e  

s y n t h e  s i s e d .

The i n i t i a l  a p p r o a c h  t o  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  was 

made b y  s t u d y i n g  t h e  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  32 p i n t o  

t h e  RNA o f  t h e  c e l l u H a . r  f r a c t i o n s  i n  r e l a t i o n  t o  t i m e .

T h i s  was done so t h a t  a n y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r a t e s  o f  

i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  i n t o  t h e  v a r i o u s  c y t o p l a s m i c  

p a r t i c l e s  a n d  i n t o  t h e  n u c l e i ,  o f  l i v e r  c e l l s  m i g h t  be  

d e t e r m i n e d .  The p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l  was  t h e n  s t u d i e d  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  i n c o r p o r a t i o n  

o f  32p i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  c y t o l o g i c a l  c o m p o n e n t s  

o f  l i v e r  c e l l s .

S i n c e  hn v i v o  s t u d i e s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  g i v e  a n y  

i n d i c a t i o n s  o f  t h e  m e t h o d  o f  s y n t h e s i s  o f  t h e  RNA o f  t h e  

c e l l ,  an  a t t e m p t  was made t o  e s t a b l i s h  an i n  v i t r o  s y s t e m  

w h e r e b y  t h e  s y n t h e s i s  o f  RNA m i g h t  be  s t u d i e d .



PART ONE.

A S t u d y  o f  t h e  M e t a b o l i s m  o f  t h e  P h o s p h o r u s  Compounds I n 

L i v e r  i n  v i v o .  I n v e s t i g a t e d  w i t h t h e  A i d  o f  R a d i o a c t i v e

P h o s p h o r u s •
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! •  I n t r o d u c t i o n .

I t  h a s  b e e n  shown b y  M a r s h a k  ( 1 9 4 8 ) ,  M a r s h a k  a n d  G a l v e t

( 1 9 4 9 ) ,  Barnum a n d  H u s e b y  (1950 )  a n d  J e e n e r  a n d  S z a f a r z

(1950 )  t h a t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  32p i n t o  t h e  RNA o f  t h e  

c e l l  n u c l e u s  i s  much m o r e  r a p i d  t h a n  i n t o  t h e  RNA o f  a n y  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n .

J e e n e r  ( 1 9 4 9 a ) ,  u s i n g  mouse  e m b r y o ,  c h i c k  embryo 

a n d  p i g e o n  c r o p  g l a n d ,  h a s  shown t h a t  t h e  g r e a t e s t  i n c o r ­

p o r a t i o n  o f  3 2 p i n t o  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA f r a c t i o n s  was to  

b e  f o u n d  i n  t h e  RNA o f  t h e  c e l l  s a p ,  w i t h  t h e  i n c o r p o r a t i o n  

i n t o  t h e  RNA o f  t h e  m i c r o s o m e s  b e i n g  t h e  l o w e s t  o f  a l l .  

J e e n e r  a n d  S z a f a r z  ( 19 5o)  , h o w e v e r ,  f o u n d  t h a t  i n  r e s t i n g  

r a t  l i v e r ,  t h e  g r e a t e s t  i n c o r p o r a t i o n  o f  32p i n t o  t h e  

n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n  was  to  b e  f o u n d  i n  t h e  RNA o f  t h e  

m i c r o s o m e s .  Barnum a n d  H u s e b y  ( 1 9 5 0 ) ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  

f o u n d  t h a t  w i t h  mouse  l i v e r  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  32p i n t o  

t h e  RET A o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  a n d  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s  was 

a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e ,  w h i l e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  

c e l l  s a p  RNA was m a r k e d l y  h i g h e r .

I n  t h e  f o l l o w i n g  w o r k ,  t h e  u p t a k e  o f  3 2 p i n t o  t h e  

p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  t h e  n u c l e i c  a c i d s ,  

o f  t h e  n u c l e i  a n d  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  o f  r a b b i t  l i v e r  

h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  w i t h  r e l a t i o n  t o  t i m e .  The e f f e c t  

o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  on



—29 —

t h e  u p t a k e  o f  32p i n t o  t h e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n  o f  t h e  l i v e r  

h a v e  a l s o  b e e n  i n v e s t i g a t e d ,  u s i n g  f o w l s .

2 .  M e t h o d s .

( a )  B i o l o g i c a l .

I n  t h e  e x p e r i m e n t s ,  i n  w h i c h  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  

p h o s p h o r u s  (3 2 p )  ^ t  d i f f e r e n t  t i m e s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  

o f  t h e  i s o t o p e ,  was s t u d i e d ,  t h e  a n i m a l s  u s e d  w e r e  a d u l t  

f e m a l e  c h i n c h i l l a  r a b b i t s ,  b r e d  i n  t h e  d e p a r t m e n t .  The 

w e i g h t s  o f  t h e s e  a n i m a l s  w e re  b e t w e e n  2  a n d  3 k g .  T h r o u g h ­

o u t  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  t h e y  w e r e  f e d  s t o c k  d i e t  a d  l i b .

I n  t h e  e x p e r i m e n t s , i n  w h i c h  t h e  e f f e c t  o f  t h e  

p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  a n i m a l s  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  i n ­

c o r p o r a t i o n  o f  32p s t u d i e d ,  t h e  a n i m a l s  u s e d  w e r e  f o w l s .  

B i r d s  o f  d i f f e r i n g  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e s ,  e . g .  c o c k ,  l a y i n g  

h e n ,  h e n  a t  t h e  e n d  o f  i t s  l a y i n g  p e r i o d  a n d  n o n - l a y i n g  h e n ,  

w e r e  u s e d .  A n o n - l a y i n g  h e n  b e a r i n g  a  GRCH 16 t u m o u r  ( P e a c o c k  

1933)  was a l s o  e x a m i n e d .

I n  b o t h  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  t h e  a n i m a l s  r e c e i v e d  

50 p o . 3 2 p / i o O  g .  b o d y  w e i g h t , a s  c a r r i e r - f r e e  i n o r g a n i c  

p h o s p h a t e ,  b y  i n t r a m u s c u l a r  I n j e c t i o n .

I n  t h e  r a b b i t  e x p e r i m e n t s ,  i n  o r d e r  t h a t  c o m p a r i s o n
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m i g h t  h e  made b e t w e e n  two a n i m a l s  r e c e i v i n g  3 2 p ^ t  

d i f f e r e n t  t i m e s  a n d  t o  e l i m i n a t e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  amount  

o f  i s o t o p e  i n j e c t e d ,  b l o o d  was w i t h d r a w n  f ro m  t h e  e a r  v e i n  

2  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .  The b l o o d  was 

c o l l e c t e d  i n  a  b e a k e r  c o n t a i n i n g  p o t a s s i u m  o x a l a t e ,  to  

p r e v e n t  c l o t t i n g ,  a n d  s e t  a s i d e  i n  t h e  c o l d ,  b e f o r e  

s e p a r a t i n g  o u t  t h e  b l o o d  a c i d  s o l u b l e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  

f r a c t i o n .

I n  t h e  f o w l  e x p e r i m e n t s ,  i t  was n o t  f o u n d  p r a c t i c a l  

to  w i t h d r a w  b l o o d  a t  2  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  

i s o t o p e ,  t h e r e f o r e  a  p o r t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  s o l u t i o n  i n j e c t e d  

was s e t  a s i d e  so t h a t  t h e  number  o f  c o u n t s  i n j e c t e d  m i g h t  b e  

e s t i m a t e d •

R a b b i t s  w e r e  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n ,  a t  

i n t e r v a l s  o f  2 ,  1 8 ,  2 4 ,  3 0 ,  37 o r  48 h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  

o f  t h e  3 2 p^ Fowls  w e r e  k i l l e d  4 h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  

o f  t h e  i s o t o p e .  The abdomen was q u i c k l y  o p e n e d  a n d  a sa m p le  

o f  b l o o d  t a k e n  b y  o p e n i n g  t h e  h e a r t  a n d  c o l l e c t i n g  t h e  

b l o o d  i n t o  a  b e a k e r  c o n t a i n i n g  p o t a s s i u m  o x a l a t e .

The l i v e r s  w e r e  p e r f u s e d  w i t h  0.9% (w / v )  so d iu m  

c h l o r i d e  s o l u t i o n  t h r o u g h  t h e  p o r t a l  v e i n ,  a n d  w e r e  t h e n  

r a p i d l y  e x c i s e d ,  e x t r a n e o u s  t i s s u e  r e m o v e d ,  w e i g h e d  a n d  

c h i l l e d  i n  i c e .

The l i v e r  t i s s u e  was  f i n e l y  m i n c e d  w i t h  s c i s s o r s  a n d



■ FIGURE 1.

Thw F r a c t i o n  o f  C y t o p l a s m i c  F r a c t i o n s  b y  t h e  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 8 )

P r o c e d u r e .

Homogena te

600 g f o r  1 0  m i n u t e s  
1  _

N u c l e i ,  c e l l  d e b r i s  
a n d  u n b r o k e n  c e l l s

P u r i f i e d  i n  0 . 0 5  M- 
c i t r i c  a c i d

400  g f o r  5 m i n u t e s

N u c l e i  (N)

Vl/hole C y t o p l a s m  (C)

8 , 5 0 0  g f o r  10 m i n u t e s

M i t o c h o n d r i a  (LG) S u p e r n a t a n t

1 8 , 0 0 ©  g f o r  1  h o u r

M ic ro so m es (M )  S u p e r n a t a n t  (S)
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h o m o g e n i s e d  i n  0 . 2 5  M.- s u c r o s e ,  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  1  g .  

o f  t i s s u e  t o  4 v o l u m e s  o f  s u c r o s e  s o l u t i o n .  The homo­

g e n i s a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  a M.S.E# N e l c o  b l e n d o r  

( M e a s u r i n g  a n d  S c i e n t i f i c  E q u i p m e n t  L t d .  L o n d o n ,  S . W . l )  

w i t h  t h e  b l a d e s  r e p l a c e d  b y  a p a d d l e .  T h i s  p r o c e s s  was 

c o n t r o l l e d  m i c r o s c o p i c a l l y  an d  c o n t i n u e d  u n t i l  o p t i m a l  

c e l l u l a r  b r e a k d o w n  w i t h  m i n i m a l  n u c l e a r  b r e a k d o w n  was o b ­

s e r v e d  .

The h o m o g e n a t e ,  so o b t a i n e d ,  was  s t r a i n e d  t h r o u g h  

g a u z e  a n d  f r a c t i o n a t i o n  ( S c h n e i d e r  1948)  c a r r i e d  o u t  a s  

f o l l o w s  ( F i g u r e  1 ) .  The h o m o g e n a t e  was c e n t r i f u g e d  f o r  

10 m i n u t e s  a t  600 g ( 1 .1 E . *C,. r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e ,  

h o r i z o n t a l  y o k e ) .  The s u p e r n a t a n t  f l u i d  was  d e c a n t e d  a n d  

t h e  s e d i m e n t  w a s h e d  t w i c e  w i t h  one  vo lum e o f  0 . 2 5  Mr- s u c r o s e .  

The o r i g i n a l  s u p e r n a t a n t  a n d  w a s h i n g s  w e r e  c o m b i n e d  a n d  an 

a l i q u o t  t a k e n  f o r  w h o l e  c y t o p l a s m  ( 0 ) a n a l y s i s .

The s e d i m e n t ,  w h i c h  c o n t a i n e d  t h e  n u c l e i ,  u n b r o k e n  

c e l l s  a n d  c e l l u l a r  d e b r i s ,  was g i v e n  t o  D r ,  W.M. M c l n d o e ,  

who i s o l a t e d  n u c l e i  f ro m  i t .  The s e d i m e n t  was r e h o m o g e n i s e d  

i n  0 . 0 5  M.- c i t r i c  a c i d ,  a n d  t h e  h o m o g e n a t e , so o b t a i n e d , w a s  

c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  g. ( Ï .  .E  ̂:.C. r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e ,  

h o r i z o n t a l  y o k e ) .  The s e d i m e n t  was w a s h e d  w i t h  0 . 0 1  M 

c i t r i c  a c i d ,  u n t i l  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  showed t h a t  t h e  

n u c l e i  w e r e  f r e e  f ro m e x t r a n e o u s  m a t e r i a l .  The i s o l a t e d



FIGURE 2.

Scheme o f  S e p a r a t i o n  o f  P h o s p h o r u s  Cofapounds i n  T i s s u e s .  

( M o d i f i e d  S c h m i d t  & T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 )  p r o c e d u r e ) .

C e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s .

10% TCA E x t r a c t i o n

4 c i d  S o l u b l e  P

O r g a n i c  P 
( S i )

I n o r g a n i c  P
( P i )

R e s i d u e

L i p i d  E x t r a c t i o n

R e s i d u e L l p l d  P

( P r o c e d u r e  1)

0 . 3  N-KOH a t  370G.

A l k a l i  S o l u b l e  P ##»#$#####***#*#

Ac i d i f i c  a t i o n

I
( P r o c e d u r e  2 )

10% NaCl  E x t r a c t i o n  a t  100°G 
a n d  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  

1 a l c o h o l .

0 . 3  N-KOH a t  3 7° C .  

Ac i d i f i c a t i o n
A c i d  S o l u b l e  P 

(AsS)
P r e c i p i t a t e  

10% TCA E x t r a c t i o n
A c i d  S o l u b l e  P 

(A3 S)

R e s i d u e
(R)
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n u c l e i  (N) w e r e  t h e n  a n a l y s e d .

The r e m a i n d e r  o f  t h e  s u c r o s e  s u s p e n s i o n  was  t h e n  

c e n t r i f u g e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  8 , 5 0 0  g , ( 1 0 , 0 0 0  r . p . m . ;

I . E . G *  m u l t i s p e e d  a t t a c h m e n t ) .  The s u p e r n a t a n t  was d e c a n t e d  

a n d  t h e  s e d i m e n t  c o l l e c t e d .  The s e d i m e n t  (LG) c o n t a i n e d  

t h e  l a r g e  g r a n u l e s  ( m i t o c h o n d r i a ) .

The s u p e r n a t a n t ,  a f t e r  s e d i m e n t a t i o n  o f  t h e  l a r g e  

g r a n u l e s ,  was c e n t r i f u g e d  f o r  one  h o u r  a t  1 8 , 0 0 0  g 

( 1 8 , 0 0 0  r . p . m . ; I . E . G .  m u l t i s p e e d  a t t a c h m e n t ) .

The s u p e r n a t a n t  ( S ) ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  c e l l  s a p ,  

was  d e c a n t e d  a n d  t h e  s e d i m e n t  ( M ) , c o n t a i n i n g  t h e  m i c r o s o m e s , 

C O l l e c t e d ,

The n u c l e i  (N ) a n d  t h e  c y t o p l a s m i c  c o n s t i t u e n t s  

(G,  LG, M a n d  S) w e r e  t h e n  s u b m i t t e d  t o  a  m o d i f i c a t i o n  o f  

t h e  . S c h m i d t  a n d  T h a n n h a u s e r  (1 9 4 5 )  m e t h o d  o f  f r a c t i o n a t i o n  

shown i n  F i g u r e  2 .

(b ) C h e m i c a l .

The c e l l u l a r . f r a c t i o n s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r ,  

t r e a t e d  w i t h  0 . 5  vo lum e o f  30% t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  (TCA),  

a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  30 m i n u t e s  i n  i c e .  The r e s u l t i n g  

p r e c i p i t a t e  was  c e n t r i f u g e d  down a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s h e d  

t w i c e  w i t h  i c e  c o l d  10% TCA. The s a m p l e  o f  w h o l e  c y t o p l a s m  

(G) was l i k e w i s e  t r e a t e d  w i t h  TCA and  t h e  a c i d  e x t r a c t  a n d
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w a s h i n g s  c o m b i n e d  a n d  s e t  a s i d e  f o r  f u r t h e r  f r a c t i o n a t i o n  

i n t o  a c i d  s o l u b l e  i n o r g a n i c  (F^)  a n d  a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  

(S ^)  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s ,

The m a t e r i a l  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  TCA f rom t h e  n u c l e i  

a n d  a l l  f o u r  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  w e r e  t h e n  e x t r a c t e d  

s u c c e s s i v e l y  w i t h  a c e t o n e ,  e t h a n o l ,  e t h a n o I - G H C I 3 ( 3 ; 1 ) ,  

e t h a n o 1 - e t h e r  ( 3 : 1 )  ( t w i c e )  a nd  e t h e r .  The e x t r a c t s  w e r e  

c o l l e c t e d ,  c o m b i n e d  a n d  t a k e n  t o  d r y n e s s  on a h o t  w a t e r  

b a t h .  The d r y  r e s i d u e  was  e x t r a c t e d  w i t h  GHGI3  t o  p r o v i d e  

t h e  l i p i d  f r a c t i o n  ( L i p i d  P ) .

From t h e  a c i d - i n s o l u b l e - n o n - l i p i d  (AINLP) r e s i d u e  

RNA was e x t r a c t e d .  Two d i f f e r e n t  p r o c e d u r e s  w e r e  u s e d  t o  

o b t a i n  RNA f ro m  t h i s  AINLP r e s i d u e .

P r o c e d u r e  1 .

The m e t h o d  u s e d  to  e x t r a c t  RNA f ro m t h e  AINLP o b t a i n e d  f rom 

t h e  n u c l e i  f r o m  b o t h  t h e  r a b b i t  a n d  f o w l  l i v e r  t i s s u e  a n d  

f ro m  t h e  c y t o p l a s m i c  m a t e r i a l  :ffom t h e  r a b b i t  t i s s u e  was a s  

f o l l o w s .  The d r y  r e s i d u e  was  s u s p e n d e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  

(1 m l . / l 5 0  rag. d r y  r e s i d u e ) ,  5 N-KOH a d d e d  t o  a f i n a l  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  N-KOIi, a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7°C ,

The d i g e s t  was a c i d i f i e d  t o  pH 1 w i t h  10 N - p e r c h l o r i c  a c i d  

i n  t h e  c o l d ,  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  c e n t r i f u g e d  o f f .  The 

e x t r a c t  was  a d j u s t e d  t o  pH 3 . 6  w i t h  5 N-KOH a nd  t h e  

p r e c i p i t a t e  o f  p o t a s s i u m  p e r c h l o r a t e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .



-34-

The s u p e r n a t a n t  (AgS ) was d e c a n t e d  a n d  r e t a i n e d .

The p r e c i p i t a t e  f r o m  t h e  p e r c h l o r i c  a c i d  a c i d i f i c a t i o n  

was w a s h e d  t w i c e  w i t h  10% (w/v)  TCA a n d  t h e  r e s i d u e  d i s s o l v e d  

i n  N“NaOH. T h i s  s o l u t i o n  was u s e d  to  d e t e r m i n e  t h e  d e o x y ­

r i b o n u c l e i c  a c i d  p h o s p h o r u s  (DNA-P).

P r o c e d u r e  2 .

I t  h a s  b e e n  shown b y  D a v i d s o n  a n d  S m e l l i e  ( 1 9 5 2 b )  t h a t  t h e  

AgS s o l u t i o n ,  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e , c o n t a i n s  h i g h l y  

l a b e l l e d  p h o s p h o r u s  c o n c o m i t a n t  c o m p o u n d s ,  w h i c h  g i v e  

e r r o n e o u s  s p e c i f i c  a c t i v i t y  v a l u e s  f o r  t h e  RNA n u c l e o t i d e s .

A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  S c h m i d t  and  T h a n n h a u s e r  ( 19 45 )  p r o ­

c e d u r e  was t h e r e f o r e  u s e d  to  I s o l a t e  t h e  r i b o n u c l e i c  a c i d  

p h o s p h o r u s  (RNA-P) f r a c t i o n  f rom t h e  c y t o p l a s m i c  co m p o n e n t s  

o f  f o w l  l i v e r .

The d r y  r e s i d u e ,  o b t a i n e d  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  t h e  

l i p i d s ,  v^as e x t r a c t e d  t h r e e  t i m e s  a t  100^0 w i t h  25 m l .  o f  

10% (w / v )  N a O l .  The NaCl  s o l u t i o n  r e m o v e d  m os t  o f  t h e  

n u c l e i c  a c i d s ,  t o g e t h e r  w i t h  some p r o t e i n ,  f ro m  t h e  t i s s u e  

r e s i d u e .  The n u c l e i c  a c i d s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  s a l t  

e x t r a c t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2  vo l um e s  o f  a b s o l u t e  a l c o h o l ,  

a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s h e d  w i t h  70% a l c o h o l  ( v / v ) , a b s o l u t e  

a l c o h o l  a n d  e t h e r  a n d  d r i e d .  The d r y  powder  was t h e n  

i n c u b a t e d  o v e i n  i.g h t a t  37^0 w i t h  0 . 3  N-KOH, i n  t h e  p r o p o r t i o n  

o f  2 0  mg.  d r i e d  p o w d e r / m l .  The h y d r o l y s e d  m a t e r i a l  was t h e n
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a c i d i f i e d  t o  pH 1 w i t h  10 H - p e r c h l o r i c  a c i d ,  a nd  t h e  a c i d  

e x t r a c t  r e a d j u s t e d  t o  pH 3 . 6  w i t h  5 N-KOH. The p r e c i p i t a t e d  

p o t a s s i u m  p e r c h l o r a t e  was  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  

t h e  s u p e r n a t a n t  (A3 S) d e c a n t e d  a n d  r e t a i n e d .

A l i q u o t s  o f  t h e  b l o o d ,  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  e a r  v e i n  

o f  t h e  r a b b i t s  2  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  i s o t o p e ,  

a nd  o f  t h e  b l o o d ,  c o l l e c t e d  a t  t h e  t i m e  o f  k i l l i n g  o f  b o t h  

r a b b i t s  a n d  f o w l ,  w e r e  t r e a t e d  vvi th 0 . 5  volume o f  30% (w/v)  

TCA and t h e  ■ p r e c i p i t a t e  c e n t r i f u g e d  o f f .  The TGA e x t r a c t s  

o f  t h e  b l o o d  a nd  o f  w h o l e  c y t o p l a s m  w e r e  t h e n  f r a c t i o n a t e d  

i n t o  a c i d  s o l u b l e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  ( )  Eind a c i d  s o l u b l e  

o r g a n i c  p h o s p h o r u s  ( S j )  f r a c t i o n  a s  f o l l o w s .

M a t h i s o n ^ s  ( 1 9 0 9 )  r e a g e n t  was a d d e d  (1 m l . / l O  m l .  

e x t r a c t )  a n d  t h e  m i x t u r e  made a l M l i n e  t o  p h e n o I p h t h a l e i n  

w i t h  NH4 OH ( 8 . 0 ,  0 . 8 8 ) .  A f t e r  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  i n  t h e  

r e f r i g e r a t o r ,  t h e  p r e c i p i t a t e  was c e n t r i f u g e d  down a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  d e c a n t e d  t h r o u g h  a  Whatman No.  42 p a p e r .  The 

p r e c i p i t a t e  w a s  w as h e d  t w i c e  w i t h  10% ( v / v )  NH4 OH a n d  

d i s s o l v e d  i n  N -H C l .  T h i s  p r o v i d e d  t h e  I n o r g a n i c  p h o s p h a t e  

f r a c t i o n  P ^ .  The m o t h e r  l i q u o r  a n d  w a s h i n g s  w e r e  t a k e n  a s  

a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n  .

S u i t a b l e  p o r t i o n s  o f  t h e  p h o s p h o r u s  c o n t a i n i n g  

f r a c t i o n s  w e r e  t a k e n  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  P b y  a  m o d i f i c a t i o n  

o f  A l l e n  ^8  ( 1 9 4 0 )  m e t h o d , 1 . 2  m l .  10 N-HgSO^ was a d d e d  to
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t h e  p h o s p h o r u s  s o l u t i o n  i n  a  50 m l .  m i c r o - K j e I d a h l  f l a s k  

a n d  t h e  m i x t u r e  h e a t e d  u n t i l  i t  was c o l o u r l e s s  j w h e r e  

n e c e s s a r y  a few d r o p s  o f  100 v o l .  M.A.R.  h y d r o g e n  p e r o x i d e  

w e r e  a d d e d  t o  o x i d i s e  a n y  o r g a n i c  m a t t e r  p r e s e n t .  A f t e r  

c o o l i n g ,  t h e  a c i d  s o l u t i o n  was d i l u t e d  i t h  a  l i t t l e  w a t e r ,

1 m l .  8.3% ( w/v )  ammonium m o l y h d a t e  a n d  2  m l .  A m id o l  r e a g e n t  

( 2 g .  A m i d o l ,  40  g .  so d iu m  b i s u l p h i t e  a n d  2 0 0  m l .  w a t e r ) ,  a n d  

t h e  t o t a l  v o l um e made u p  t o  25 m l ,  w i t h  w a t e r .  The b l u e  

c o l o u r ,  w h i c h  d e v e l o p e d ,  was  m e a s u r e d  b e t w e e n  10 an d  30 

m i n u t e s  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  r e a g e n t s ,  on a S p e k k e r  

a b s o r p t i o m e t e r , u s i n g  an  I l f o r d  r e d  f i l t e r  (No.  ÜOB). The 

r e a d i n g  was c o n v e r t e d  i n t o  p.g. P f r o m  a c u r v e  o b t a i n e d  

u s i n g  s t a n d a r d  p h o s p h o r u s  s o l u t i o n s .

.F o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y ,  p o r t i o n s  o f  

each o f  t h e  b l u e  s o l u t i o n s ,  u s e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  

p h o s p h o r u s  c o n t e n t ,  w e r e  p i p e t t e d  i n t o  a l i q u i d  c o u n t e r  (Type 

M6 , r r a n u f a c t u r e d  b y  2 0 t h  C e n t u r y  E l e c t r o n i c s )  a t t a c h e d  t o  a 

c o n v e n t i o n a l  p r o b e  u n i t  a n d  a s c a l i n g  u n i t  (Type 2 0 0 , 

m a n u f a c t u r e d  b y  D y n a t r o n  R a d i o ,  L t d . ) .  A l l  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  ( S . A . )  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  c o u n t s / m i n / l O O  p g .  P .

I n  t h e  e x p e r i m e n t s  on r a b b i t s  , i t  was f e l t  n e c e s s a r y  t o  h a v e  

a  common d e n o m i n a t o r  t o  w h i c h  a l l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  m i g h t  

b e  r e l a t e d ,  e s p e c i a l l y  when r e s u l t s  o b t a i n e d  a t  d i f f e r e n t  

t i m e  i n t e r v a l s  w e r e  b e i n g  c o m p a r e d .  The s p e c i f i c  a c t i v i t y
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o f  t h e  b l o o d  P% a t  2 h o u r s ,  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  i s o t o p e ,  

was d e t e r m i n e d  a n d  u s e d  f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  r e l a t i v e  

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  ( R . S . A , ) *  Where f o w l s  w e r e  u s e d ,  s i n c e  

i t  was n o t  p r a c t i c a b l e  t o  o b t a i n  b l o o d  2  h o u r s  a f t e r  t h e  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  0 . 1  m l .  o f  t h e  i s o t o p e  s o l u t i o n  a d m i n i s ­

t e r e d  was d i l u t e d  t o  1 0 0  l i t r e s  a n d  t h e  c o u n t s  p e r  m i n u t e  o f  

t h e  a d m i n i s t e r e d  s o l u t i o n  d e t e r m i n e d .  A l l  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

w e r e  t h e n  c a l c u l a t e d  r e l a t i v e  t o  an a d m i n i s t e r e d  d o s e  o f  1 0 ^ 

c o u n t s / m i n . ,  t o  g i v e  t h e  R . S . A .

The i o n o p h o r e s i s  p r o c e d u r e  o f  D a v i d s o n  a n d  S m e l l i e  

( 1 9 5 2 a )  was  u s e d  t o  s e p a r a t e  t h e  n u c l e o t i d e s  o f  RNA f r o m  t h e  AgS 

a n d  A3 S s o l u t i o n s .  P o r t i o n s  o f  t h e  Ag8  a n d  A3 8  s o l u t i o n s  w e r e  

a p p l i e d  t o  s t r i p s  o f  VlTiatman 3m.ni. f i l t e r  p a p e r (73  cm. x  7 cm. ) a t  

a  d i s t a n c e  o f  7 c m , f r o m  one e n d .  The s o l u t i o n  was a p p l i e d  t o  t h e  

p a p e r ,  u s i n g  a n  A g l a  m i c r o m e t e r  s y r i n g e  ( m a n u f a c t u r e d  b y  B u r r o u g h s  

We l lc ome  & C o . ,  London)  w i t h  a  b l a s t  o f  c o l d  a i r  b e h i n d  t h e  p a p e r  

t o * : s p e e d  d r y i n g .  The vo lume o f  s o l u t i o n  a p p l i e d  t o  t h e  p a p e r  

was a d j u s t e d  s o  t h a t  i t  c o n t a i n e d  b e t w e e n  60 a n d  90 p g .  P .  The 

p a p e r  was t h e n  w e t t e d  w i t h  0 , 0 2  M - c i t r a t e  b u f f e r  pH 3 . 6 ( 5 3  m l .

M . - c i t r i c  a c i d ,  11 m l .  M - t r i s o d i u m  c i t r a t e  m ade up  t o  2 . 2  

l i t r e s ) .  The w e t  p a p e r  was t h e n  s u s p e n d e d  o v e r  a  g l a s s  r o d  

so  t h a t  e a c h  e n d  d i p p e d  1  cm. i n t o  t h e  v e s s e l s ,  w h i c h  c o n t a i n e d  

500 m l .  c i t r a t e  b u f f e r ,  s o  t h a t  t h e  c a t h o d e  was n e a r e r  

t h e  s p o t  on t h e  p a p e r .  The w h o le  a p p a r a t u s  was e n c l o s e d
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i n  a  g l a s s  c a s e .  The e l e c t r o d e s  w e r e  c o n n e c t e d  to  a D.C.  

s u p p l y ,  c o n s i s t i n g  o f  a  v a l v e  r e c t i f i e r  c a p a b l e  o f  a s m o o t h e d  

o u t p u t  o f  600 V, a n d  500mA, ; b u t  w h i c h  on a s m a l l  l o a d  d e l i v e r e d  

a b o u t  800 V. The o u t p u t  was c o n t r o l l e d  b y  mean s  o f  a  V a r i a c  

t r a n s f o r m e r  i n  t h e  i n p u t  s t a g e ,  m a k i n g  a v a i l a b l e  a c o n t i n u o u s  

r a n g e  o f  o u t p u t  f ro m  1 0 0 -8 0 0  V.  The c u r r e n t  was t h e n  s w i t c h e d  

o n ,  and  t h e  v o l t a g e  a d j u s t e d  so t h a t  t h e  f a l l  i n  p o t e n t i a l  

a l o n g  t h e  p a p e r  was  a p p r o x i m a t e l y  11 V- . / c m .  A t  t h e  end o f  18 

h o u r s ,  t h e  c u r r e n t  was s w i t c h e d  o f f  a n d  t h e  p a p e r  d r i e d  b y  

s u s p e n d i n g  i t  i n  f r o n t  o f  two 250  W. i n f r a r e d ,  l a m p s . -  The 

n u c l e o t i d e  s p o t s  on t h e  d r i e d  p a p e r  w e r e  l o c a t e d  i n  u l t r a ­

v i o l e t  l i g h t ,  b y  t h e  p r o c e d u r e  o f  H o l i d a y  a n d  J o h n s o n  ( 1 9 4 9 ) .

The n u c l e o t i d e s  w e r e  r e c o v e r e d  q u a n t i t a t i v e l y  on e l u t i o n ,  b y  

t h e  t e c h n i q u e  o f  G o n s d e n ,  Gordon a n d  M a r t i n  ( 1 9 4 7 ) ,  i n t o  

g r a d u a t e d  t u b e s  an d  t h e  e l u a t e  made u p  t o  5 m l .  w i t h  d i s t i l l e d  

w a t e r .  The r a d i o a c t i v i t y  was d e t e r m i n e d  b y  p i p e t t i n g  4 m l .  

i n t o  a  l i q u i d  c o u n t e r .  The s o l u t i o n  was r e t u r n e d  to  t h e  same 

t u b e  a f t e r  t h e  c o u n t  was c o m p l e t e d .  The d e t e r m i n a t i o n  o f  P 

was t h e n  c a r r i e d  o u t  b y  t h e  m o d i f i e d  A l l e n  ( 1 9 4 0 )  m e t h o d ,  

u s i n g  o n e  f i f t h  o f  t h e  a m o u n t s  o f  a l l  t h e  r e a g e n t s .
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E e s u l t s

R a b b i t  L i v e r  Ex p e r i m e n t s

I n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  some d i f f i o n l t y  was  e n c o u n t e r e d  i n  

r e l a t i n g  t h e  s p e o i f i o  a c t i v i t y  o f  t h e  v a r i o u s  p h o s p h o r u s  

f r a c t i o n s  t o  t h e  amount  o f  i s o t o p e  a d m i n i s t e r e d  ow ing  t o  

v a r i a t i o n s  i n  d o s a g e  and  i n  a d s o r p t i o n  o f  t h e  f r o m  t h e

s i t e  o f  i n j e c t i o n .  I t  was  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  t o  f i n d  a  

s u i t a b l e  f a c t o r  i n  t e r m s  o f  w h i c h  t h e  r e s u l t s  o f  r a d i o a c t i v i t y  

m e a s u r e m e n t s  m i g h t  b e  e x p r e s s e d .  The f a c t o r  c h o s e n  was  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  b l o o d  i n o r g a n i c  P ( B l o o d  P^^) 2 h o u r s  

a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  3 2 p^ w h i c h  was  t a k e n  a s  1 , 0 0 0 , 

a nd  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  a l l  o t h e r  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  

w e r e  c a l c u l a t e d  i n  r e l a t i o n  t o  i t .  By t h i s  m e a n s ,  i t  was  

h o p e d  t o  e l i m i n a t e  a n y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  a n i m a l s  and  

t h e  i s o t o p e  a d m i n i s t e r e d .

The R e l a t i o n  o f  t h e  A c t i v i t i e s  o f  R a b b i t  L i v e r  I n o r g a n i c  a nd  

A c i d  S o l u b l e  O r g a n i c  P h o s p h a t e s  w i t h  T i m e .

T a b l e  4 an d  F i g u r e  3 show t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  t i m e  

o f  a d m i n i s t r a t i o n  o f  ^^P  a n d  t h e  r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

o f  b l o o d  i n o r g a n i c  P ( B l o o d  P j ) , b l o o d  a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  P 

( B l o o d  S p ) , c y t o p l a s m i c  i n o r g a n i c  P ( C y t o p l a s m i c  and  

c y t o p l a s m i c  a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  P ( C y t o p l a s m i c  S p ) .

The r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  B l o o d  P^  f a l l s  

r a p i d l y  f r o m  2  h o u r s  t o  1 8  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e



Table 4.

S p e c i f i c  A c t i v i t i e s  o f  T o t a l  B l o o d  P h o s p h o r u s ,  B lo o d  A c i d  
S o l u b l e  I n o r g a n i c  a n d  A c i d  S o l u b l e  O r g a n i c  P h o s p h a t e  a n d  
Whole G y t o p l a s r a i c  A c i d  S o l u b l e  I n o r g a n i c  a n d  A c i d  S o l u b l e  
O r g a n i c  P h o s p h a t e  o f  R a b b i t s ,  R e l a t e d  t o  B lo o d  I n o r g a n i c  
P h o s p h a t e  a t  2  h o u r s ,  a s  1 , 0 0 0 .

H o u rs  a f t e r  I n j e c t i o n  o f  ^^P

2 18 30 é â

T o t a l  B lo o d  P h o s p h a te 2 1 0 1 8 9 .5 169 165 134

B lo o d  A c i d  S o l u b l e  • 
I n o r g a n i c  P

1 0 0 0 242 217 213 1 2 2

B l o o d  A c i d  S o l u b l e  
O r g a n i c  P

2 2 0 . 4 247 304 1 5 9 . 5 173

G y t o p l a s m i c  A c i d  S o lu b le  
I n o r g a n i c  P

458 269 229 187 1 1 1 .5

G y t o p l a s m i c  A c i d  S o l u b l e 187 162 174 1 2 9 . 5 1 0 1 .5
O r g a n i c  P
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i s o t o p e .  T h e r e  t h e n  a p p e a r s  t o  be a  g r a d u a l  f a l l  i n  a c t i v i t y  

t o  t h e  l o w e s t  v a l u e  a t  48  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f

The r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  B l o o d  8 ^ shows 

v e r y  l i t t l e  i n c r e a s e  b e t w e e n  2  h o u r s  a n d  18 h o u r s ,  w h ere  i t  

w o u l d  a p p e a r  t o  h a v e  t h e  same r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  a s  

B l o o d  . T h e r e  i s  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  t o  t h e  24 

h o u r s  l e v e l ,  f r o m  whenc e  i t  w o u l d  a p p e a r  t o  f a l l  o f f  f a i r l y  

r a p i d l y  t o  t h e  30 h o u r  l e v e l .  T h e r e a f t e r ,  t h e  l e v e l  o f  

a c t i v i t y  o f  B lo o d  8 ^ w o u l d  a p p e a r  t o  r i s e  v e r y  s l i g h t l y  t o  

t h e  v a l u e  o b t a i n e d  a t  48 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

t h e  i s  o t o p e .

C y t o p l a s m i c  show s a f a i r l y  g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  

r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  b e t w e e n  2 h o u r s  a n d  48  h o u r s  a f t e r  

t h e  a d m i h i s t r a t i o n  o f  w h e r e  t h e  l o w e s t  v a l u e  f o r  C y t o ­

p l a s m i c  was  r e c o r d e d .

C y t o p l a s m i c  8 % show s v e r y  l i t t l e  c h a n g e  i n  r e l a t i v e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  b e t w e e n  2 h o u r s  a n d  30 h o u r s ,  a f t e r  w h i c h  

i t  a p p a r e n t l y  f a l l s  t o  t h e  48 h o u r  l e v e l  o f  a c t i v i t y .  The 

r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  G y t o p l a s m i c  8 % w o u l d  a p p e a r  t o  

h a v e  a l o w e r  l e v e l  o f  a c t i v i t y  a t  a l l  t h e  t i m e  i n t e r v a l s  

i n v e s t i g a t e d ,  o t h e r  t h a n  a t  30 h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  

t h e  i s o t o p e .

The Rel a t i o n  o f  t h e  A c t i v i t i e s  o f  t h e  P h o s p h o l i p i d  o f  R a b b i t  L i v e r

C y t o p l a s m i c  F r a c t i o n s  w i t h  T ime .



Tab le 5,

S p e c i f i c  A c t i v i t i e s  o f  P h o s p h o l i p i d s  o f  Whole C y t o p l a s m ,  
M i t o c h o n d r i a l ,  M ic ro s o m a l  a n d  S u p e r n a t a n t  F r a c t i o n s  o f  
R a b b i t  L i v e r s , R e l a t e d  t o  B l o o d  I n o r g a n i c  P h o s p h a t e  a t  
2  h o u r s  a s  1 , 0 0 0 ,

H ours  a f t e r  I n j e c t i o n  o f

2 18 ^  ^  48

Whole C y t o p l a s m  9 . 2  72 158  1 2 2 . 5  9 8 . 4

M i t o c h o n d r i a l  F r a c t i o n  8 . 2  6 6 . 4  138 119 9 8 . 8

M ic ro s o m a l  F r a c t i o n  9 . 9 5  7 1 . 6  197 1 2 6 . 5  1 0 1 .2

S u p e r n a t a n t  F r a c t i o n  8 . 2 2  6 6 . 7  118 175 9 1 . 2



Figure 4 .
Specific Activities of the Phospholipids 
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A f t e r  t h e  s e d i m e n t a t i o n  o f  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  t h e r e  was 

a  l i p i d  l a y e r  on t h e  s u r f a c e  o f  th e  s u p e r n a t a n t  l i q u i d .  The 

s u p e r n a t a n t  was d e c a n t e d  w i t h o u t  d i s t u r b i n g  t h i s  l i p i d  l a y e r ,  

w h ic h  was l a t e r  c o l l e c t e d  a l o n g  w i t h  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n .

I t  was n o t  a l w a y s  p o s s i b l e  t o  a v o i d  t r a n s f e r r i n g  p a r t  o f  t h e  

l i p i d  l a y e r  w i t h  t h e  s u p e r n a t a n t  l i q u i d .  I t  i s  t h e r e f o r e  

v e r y  d i f f i c u l t  t o  s t a t e  e x a c t l y  t h e  o r i g i n  o f  t h e  l i p i d  

m a t e r i a l  e x t r a c t e d  f ro m  t h e  f^ a r io u s  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  i n  

t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  t h e  m o d i f i e d  S c h m id t  & T h a n n h a u s e r  (1945)  

p r o c e d u r e .

T a b l e  5 an d  F i g u r e  4 show t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  

t h e  p h o s p h o l i p i d s  e x t r a c t e d  f ro m  t h e  w h o le  c y t o p l a s m  a n d  t h e  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  T h e s e  v a l u e s  w e re  a g a i n  r e l a t e d  t o  

B l o o d  a t  2  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  .

The r a t e  o f  u p t a k e  o f  52p  d u r i n g  t h e  t im e  i n t e r v a l  2 

t o  18 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  32p  ±3 f a i r l y  c o n s t a n t  

f o r  a l l  f r a c t i o n s .  The G y t o p l a s m i c  a n d  M i t o c h o n d r i a l  p h o s p h o ­

l i p i d  l e v e l s  r i s e  more r a p i d l y  t o  t h e  24 h o u r  l e v e l s  o f  

a c t i v i t y ,  t h e r e a f t e r  f a l l i n g  o f f  more g r a d u a l l y  t o  t h e i r  48  

h o u r  l e v e l s  o f  a c t i v i t y .  A f t e r  18 h o u r s ,  t h e  r a t e  o f  u p t a k e  

o f  t h e  m i c r o s o m a l  p h o s p h o l i p i d  r i s e s  v e r y  r a p i d l y  t o  i t s  

maximum v a l u e  a t  24 h o u r s ,  t h e n  i t  a p p e a r s  t o  f a l l  r a p i d l y  t o  

t h e  30 h o u r  v a l u e ,  a f t e r  w h i c h  i t  f e l l  o f f  a t  a  much l e s s  

r a p i d  r a t e  t o  t h e  48 h o u r  v a l u e .  The s u p e r n a t a n t  p h o s p h o l i p i d
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a c t i v i t y ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  a p p e a r s  t o  show a g r a d u a l  

u n i f o r m  r i s e  t o  a maximum a t  30 h o u r s ,  b e f o r e  d r o p p i n g  

g r a d u a l l y  t o  i t s  48  h o u r  l e v e l  o f  a c t i v i t y .

The R e l a t i o n  o f  t h e  N u c l e i c  A c id s  o f  t h e  N u c l e a r  a n d  C y t o ­

p l a s m i c  F r a c t i o n s  o f  R a b b i t  L i v e r  w i t h  T i m e .

In  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  a n y  b re a k d o w n  o f  n u c l e i  h a d  

o c c u r r e d  d u r i n g  h o m o g e n a t i o n ,  w i t h  t h e  l i b e r a t i o n  o f  d e o x y ­

r i b o n u c l e i c  a c i d  p h o s p h o r u s  (DNA-P), t h e  DNA-P c o n t e n t  o f  

e a c h  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  was e s t i m a t e d .

The d r y  r e s i d u e  o b t a i n e d  b y  t h e  m o d i f i e d  S c h m id t  & 

T h a n n h a u s e r  (1 9 4 5 )  p r o c e d u r e  was d i g e s t e d  w i t h  0 . 3  N-'KOH 

o v e r n i g h t  a n d  t h e n  a c i d i f i e d  w i t h  12 N - p e r c h l o r i c  a c i d .  The 

s u p e r n a t a n t  (AgS) was t h e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  a c t i v i t i e s  

o f  th e  n u c l e o t i d e s .  The p r e c i p i t a t e  was w a s h e d  t w i c e  w i t h  

1 0 ^  (w /v )  TGA a n d  t h e n  d i s s o l v e d  i n  H-NaOH a n d  p h o s p h o r u s  

d e t e r m i n a t i o n s  c a r r i e d  o u t  on t h i s  a l k a l i n e  s o l u t i o n  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  The p h o s p h o r u s  o f  t h i s  s o l u t i o n  i s  

p r e s e n t  m a i n l y  a s  D M - P ,  b u t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  

o r g a n i c  p h o s p h o r u s - c o n t a i n i n g  compounds a r e  a l s o  p r e s e n t ,  a s  

was shown t o  be  t h e  c a s e  w i t h  b a c t e r i a l  p r e p a r a t i o n s  b y  

M i t c h e l l  a n d  Moyle ( 1 9 5 1 ) .  The DNA-P was co m p ared  w i t h  t h e  

p h o s p h o r u s  c o n t e n t  o f  t h e  Ag8  s o l u t i o n .  The v a l u e s  o b t a i n e d  

a r e  g i v e n  i n  T a b l e  6 . I t  c a n  be s e e n  t h a t  t h e r e  was v e r y



Table 6.

A v erag e '  D e o x y r i b o n u c l e i c  A c id  P h o s p h o r u s  P r e s e n t  i n  t h e  
R i b o n u c l e o t i d e  S o l u t i o n  O b t a i n e d  f r o m  t h e  Whole C y t o ­
p l a s m ,  M i t o c h o n d r i a l ,  M ic ro s o m a l  a n d  S u p e r n a t a n t  F r a c ­
t i o n s  o f  R a b b i t  L i v e r

'Whole C y t o p l a s m  

M i t o c h o n d r i a l  F r a c t i o n  

M ic ro s o m a l  F r a c t i o n  

S u p e r n a t a n t  F r a c t i o n

p g ' 'D m - P 7 l 0 0 p g  RMA-P.

3 . 7

5 .9  

8.2  

4 . 4

T a b l e  7 .

S p e c i f i c  A c t i v i t y  o f  t h e  D e o x y r i b o n u c l e i c  A c id  P r e s e n t  i n  
t h e  N u c l e i  o f  R a b b i t  L i v e r ,  R e l a t e d  t o  B l o o d  I n o r g a n i c  
P h o s p h a t e  a t  2 h o u r s  a s  1 , 0 0 0 .

32.H ours  a f t e r  t h e  I n j e c t i o n  o f  P .

2 18 24 37 48

DNA 3 . 7  1 4 . 6  8 . 1 6  7 . 8 8  3 . 1 7



F i g u r e  5 .

U l t r a v i o l e t  p r i n t  (A) a n d  a u t o r a d i o g r a p h  (B) o f  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  i o n o p h o r e t i c  r u n  o f  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  

f r a c t i o n  o f  r a b b i t  l i v e r  p r e p a r e d  b y  p r o c e d u r e  1 .

S e p a r a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  i s  a d e q u a t e ,  

b u t  u r i d y l i c  a c i d  i s  a c c o m p a n i e d  by  c o m p o n e n ts  D a n d  . 

E w h ic h  a p p e a r  i n  t h e  a u t o g r a p h  b u t  n o t  i n  t h e  u l t r a ­

v i o l e t  p r i n t .

G y . ,  c y t i d y l i c  a c i d ;  A d . ,  a d e n y l i c  a c i d ;

G u , ,  g u a n y l i e  a c i d  ; U r . ,  u r i d y l i c  a c i d .
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l i t t l e  DNA-P p r e s e n t  i n  t h e  AgS s o l u t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n s ,  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  t h e  m o s t  ( 8 . 2  

|ag; DNA-P/lOO p g .  AgS-P) . S in c e  r a b b i t  l i v e r  n u c l e i  h a v e  b e e n  

shown b y  D a v id s o n  a n d  Mo In d o e  (1949)  t o  c o n t a i n  a p p r o x i m a t e l y  

1 0 ^  o f  t h e  t o t a l  n u c l e i c  a c i d  a s  RNA, t h e r e  c a n  b e  l i t t l e  

c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  b y  n u c l e a r  RN A (less  

t h a n  1^  n u c l e a r  RNA p r e s e n t )  due t o  n u c l e a r  b r e a k d o v m .

D a v i d s o n ,  G a r d n e r ,  H u t c h i s o n ,  M e In d o e , Raymond a n d  

Shaw (1 9 4 9 )  a n d  D a v i d s o n ,  F r a z e r  a n d  H u t c h i s o n  (1961)  h a v e  

com mented  on  t h e  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  (AgS) 

f r a c t i o n  o b t a i n e d  by  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  m o d i f i e d  S c h m id t  & 

T h a n n h a u s e r  (1 9 4 5 )  p r o c e d u r e . The AgS s o l u t i o n  was t h e r e f o r e  

s u b j e c t e d  t o  i o n o p h o r e s i s  ( S m e l l i e  & D a v id s o n  1952aJ  i n  o r d e r  

t o  s e p a r a t e  t h e  n u c l e o t i d e s  a n d  t o  e l i m i n a t e  c o n t a m i n a t i o n  bÿ 

s m a l l  am oun ts  o f  h i g h l y  a c t i v e  i n o r g a n i c  a n d  o r g a n i c  p h o s p h a t e s . 

The s e p a r a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  a c h i e v e d  b y  t h i s  m e th o d  i s  

i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  5A, ( o b t a i n e d  b y  p h o t o g r a p h i n g  a n  

i o n o p h o r e t i c  s t r i p  i n  u l t r a v i o l e t  l i g h t ) ,  f r o m  w h ic h  i t  i s  

a p p a r e n t  t h a t  a good  r e s o l u t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  can  b e  

o b t a i n e d .  The n u c l e o t i d e s  s e p a r a t e  i n  t h e  o r d e r  c y t i d y l i c  

a c i d ,  a d e n y l i c  a c i d ,  g u a n y l i c  a c i d  an d  u r i d y l i c  a c i d ,  i n  

i n c r e a s i n g  o r d e r  o f  m o b i l i t y .

P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  u r i d y l i c  a c i d  

o c c u r r e d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  o r g a n i c  p h o s p h o r u s  compounds o f  

h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  The p r e s e n c e  o f  t h e s e  o r g a n i c  P
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compounds c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  by  p l a c i n g  t h e  f i l t e r  p a p e r  

s t r i p ,  on w h ic h  t h e  n u c l e o t i d e s  h a v e  b e e n  s e p a r a t e d  b y  i o n o ­

p h o r e s i s ,  i n  c o n t a c t  w i t h  an  X - r a y  f i l m  ( S t a n d a r d  X - r a y  f i l m .  

Code 6 , m a n u f a c t u r e d  b y  Kodak L t d . ,  L ondon)  f o r  2  w e e k s .  On 

d e v e l o p i n g  t h e  X - r a y  f i l m ,  r a d i o a u t o g r a p h  o f  t h e  i o n o p h o r e t i c  

s t r i p  i s  o b t a i n e d  ( F i g u r e  5B) .  R a d i o a u t o g r a p h s  show t h e  

p r e s e n c e  o f  a n  o r g a n i c  P compound i m m e d i a t e l y  p r e c e d i n g  

u r i d y l i c  a c i d  (Component D ) , a n d  one  f o l l o w i n g  i m m e d i a t e l y  

a f t e r  u r i d y l i c  a c i d  (Component E ) . Com ponent D was t a k e n  a s  

a 3 cm. s t r i p  i m m e d i a t e l y  i n  f r o n t  o f  t h e  u r i d y l i c  a c i d  s p o t  

a n d  E was t a k e n  a s  t h e  2 cm. s t r i p  i m m e d i a t e l y  b e h i n d  t h e  

u r i d y l i c  a c i d  s p o t ,  t o g e t h e r  w i t h  1  cm. o f  t h e  t r a i l i n g  ed g e  

o f  t h e  u r i d y l i c  a c i d  s p o t  a s  s e e n  i n  u l t r a v i o l e t  l i g h t .  E ven  

t a k i n g  t h e s e  p r e c a u t i o n s  t o  rem ove t h e  c o n c o m i t a n t s  firom t h e  

u r i d y l i c  a c i d  f r a c t i o n ,  t h e  r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  

t h i s  f r a c t i o n  w e re  s t i l l  much h i g h e r  t h a n  w e r e  e x p e c t e d ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  t h e r e  w e re  s t i l l  c o n c o m i t a n t s  p r e s e n t .  H u i t i n ,  

S l a u t t e r b a c k  a n d  W e s s e l  (19 5 1 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  u r i d y l i c  

a c i d  f r a c t i o n  w h ic h  t h e y  o b t a i n e d  by  s e p a r a t i n g  a  c h i c k e n  l i v e r  

r i b o n u c l e o t i d e  s o l u t i o n ,  l a b e l l e d  w i t h ^ ^ P ,  on  a Dov/ex 50

( c a t i o n  e x c h a n g e )  co lum n was a l s o  g r o s s l y  c o n t a m i n a t e d .

T a b l e  7 shows t h e  r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  (RSA) 

v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  DNA o f  t h e  p u r i f i e d  n u c l e a r  f r a c t i o n .  

T a b l e  8  shows t h e  RSA v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  r i b o n u c l e o t i d e s
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Figure 6.
Specific Activities of DNA and of 
the Adenylic Acids from the RNA 
of the Nuclear and Cytoplasmic 
Cellular Components, Relative to  
Blood R a t  2 Hours a s  1 , 0 0 0 .
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mot  el y t he  s a m e  R e l a t i v e  S p e c i f i c  A c t i v i t i e s .
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o f  t h e  n’u c l e i  a n d  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .  I n  F i g u r e  6 , t h e  

RSA o f  t h e  DNA f r a c t i o n  h a s  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  t im e *  On 

t h e  same f i g u r e  h a s  a l s o  b e e n  p l o t t e d  t h e  RSA o f  t h e  a d e n y l i c  

a c i d  f r a c t i o n  o f  t h e  n u c l e a r  a n d  c y t o p l a s m i c  RNA*s. The 

o t h e r  t h r e e  n u c l e o t i d e s  g i v e  s i m i l a r  p a t t e r n s .

The r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y - t i m e  c u r v e s  o f  t h e  

n u c l e o t i d e s  o f  Whole C y t o p l a s m  a n d  o f  t h e  M i t o c h o n d r i a l  an d  

M ic ro s o m a l  f r a c t i o n s  a l l  f o l l o w  e a c h  o t h e r  f a i r l y  c l o s e l y  a n d  

t h e  r a t e  o f  u p t a k e  o f  i s  a p p a r e n t l y  t h e  same i n  a l l  c a s e s .

T h e re  i s  a n  i n i t i a l  s lo w  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  up  t o  

18 h o u r s ,  t h e r e a f t e r  t h e  r a t e  i n c r e a s e s  m a r k e d l y  u n t i l , 24 h o u r s  

a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e . ,  t h e  maximum i s  

r e a c h e d .  A f t e r  t h e  24 h o u r  l e v e l  o f  a c t i v i t y  i s  r e a c h e d ,  t h e r e  

i s  a g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  u n t i l  t h e  48  h o u r  l e v e l  i s  

a t t a i n e d .  The s u p e r n a t a n t  n u c l e o t i d e  a c t i v i t y ,  on t h e  o t h e r  

h a n d ,  i s  s l i g h t l y  h i g h e r  a t  a l l  t i m e s  a l t h o u g h  i t  f o l l o w s  t h e  

same t y p e  o f  c u r v e .

In  a l l  c a s e s  t h e  h i g h e s t  l e v e l  o f  a c t i v i t y  a t  a l l  

t i m e s  was t o  be  f o u n d  i n  t h e  n u c l e o t i d e s  d e r i v e d  f ro m  n u c l e a r  

RNA. 2 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e ,  t h e  

n u c l e a r  n u c l e o t i d e s  show: an  a c t i v i t y  a p p r o x i m a t e l y  t e n  t i m e s  

t h a t  o f  a n y  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  The a c t i v i t y  i n c r e a s e s  

r e l a t i v e l y  s lo v f ly  u n t i l  18 h o u r s ,  a f t e r  w h ic h  i t  i n c r e a s e s  

r a p i d l y  u n t i l  i t s  maximum i s  r e a c h e d  a t  24 h o u r s .  The a c t i v i t y
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t h e n  d r o p s  r a p i d l y  u n t i l  t h e  48  h o u r  l e v e l  o f  a c t i v i t y  i s  

r e a c h e d .

The a c t i v i t y  o f  t h e  DNA was f o u n d  t o  be  low a t  a l l  

t i m e s .  T h e r e  was a s m a l l  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  b e t w e e n  2  a n d  

18 h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  a f t e r  w h ic h  t h e r e  a p p e a r e d

t o  be  a  v e r y  g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  u n t i l  t h e  48  h o u r  l e v e l  

o f  a c t i v i t y  was r e a c h e d .

T h e s e  r e s u l t s  h a v e  b e e n  i n c l u d e d  i n  a p a p e r  p u b l i s h e d  

b y  S m e l l i e ,  M e In d o e ,  L o g a n ,  D a v id s o n  a n d  Dawson ( 1 9 5 3 ) .

Fowl E x p e r i m e n t s .

I n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  u s i n g  f o w l s ,  i t  was n o t  f o u n d  t o  

be  p r a c t i c a b l e  t o  w i t h d r a w  a  b l o o d  s a m p le  f r o m  t h e  b i r d  a t  2 

h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .  I n  o r d e r  t h a t  

t h e r e  s h o u l d  be a common f a c t o r  b e tw e e n  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s ,  

a s a m p le  o f  t h e  i n j e c t e d  i s o t o p e  s o l u t i o n  was c o u n t e d  a n d  a l l  

t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o b t a i n e d  w e re  c a l c u l a t e d  r e l a t i v e  t o  t h i s

The R e l a t i o n s h i p  o f  t h e  A c t i v i t i e s  o f  I n o r g a n i c  a n d  A c id  S o l u b l e  

O r g a n i c  P h o s p h a t e s  t o  t h e  D i f f e r i n g  P h y s i o l o g i c a l  C o n d i t i o n s  o f  

t h e  E x p e r i m e n t a l  B i r d s .

T h e r e  i s  a  v e r y  w id e  s c a t t e r  o f  r e s u l t s ,  a s  shown i n  T a b l e  9 a n d  

F i g u r e  7 .  I n  t h e  two l a y i n g  h e n s  s t u d i e d ,  o n l y  t h e  r e l a t i v e  

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  P



Table 9.

S p e c i f i c  A c t i v i t i e s  o f  B l o o d  A c id  S o l u b l e  I n o r g a n i c  
P h o s p h a t e  a n d  A c id  S o l u b l e  O r g a n i c  P h o s p h a t e  an d  L i v e r  
Whole  C y t o p l a s m  A c id  S o l u b l e  I n o r g a n i c  P h o s p h a t e  an d  
A c id  S o l u b l e  O r g a n i c  P h o s p h a t e  o f  F o w l s ,  R e l a t e d  t o  
C o u n t s / m i n u t e  i n j e c t e d  (x  10*^),

LHI LHII C TBH T N . L . H .

B l o o d
I n o r g a n i c  P 3 , 4 0 0  6 , 7 8 0  47 3 2 . 6  -  232

B lo o d
O r g a n i c  P 228  3 , 2 7 0  278 8 6  -  4 , 1 0 0

G y t o p l a s m i c
I n o r g a n i c  P 3 , 6 4 0  1 4 , 5 0 0  1 ,8 4 0  306 285 2 6 ,0 0 0

C y t o p l a s m i c
O r g a n i c  P 1 3 , 0 0 0  1 3 ,5 5 0  1 ,2 6 0  237 215 2 2 ,4 0 0

LHI -  L a y i n g  h e n  a t  m i d d l e  o f  l a y i n g  p e r i o d

LH II  -  L a y i n g  h e n  a t  e n d  o f  l a y i n g  p e r i o d .

C -  Cook

TBH “ Hen b e a r i n g  G-RCH 15 tu m o u r  

T -  G-RCH 15 tu m o u r

N . L . H . -  N o n - l a y i n g  h e n ,



Figure 7.

L . H . I .  L a y i n g  h e n  a t  m i d d l e  o f  l a y i n g  p e r i o d

L . H . I I .  L a y i n g  h e n  a t  en d  o f  l a y i n g  p e r i o d .

C. Cock

T .B .H .  Hen b e a r i n g  G-RCH 15 tum our*

T. GRCH 15 t u m o u r .

N .L .H .  N o n - l a y i n g  h e n .
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show a n y  a g r e e m e n t . The h e n  w h ic h  i s  i n  t h e  m i d d l e  o f  i t s  

l a y i n g  p e r i o d  shows much lo w e r  a c t i v i t i e s  i n  t h e  B lo o d  

B l o o d  8 ^ an d  G y t o p l a s m i c  P^ i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  v a l u e s  

o b s e r v e d  f o r  t h e  h e n  a t  t h e  e n d  o f  i t s  l a y i n g  p e r i o d .  The 

c o c k  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  show ed  a v e r y  low  u p t a k e  o f  ^^P 

i n t o  a l l  o f  t h e  i n o r g a n i c  a n d  a c i d  s o l u b l e  f r a c t i o n s  o f  b l o o d  

a n d  c y t o p l a s m .  The l o w e s t  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P was o b s e r v e d  

i n  t h e  h e n  b e a r i n g  a  GRCH 15 t u m o u r .  I n  t h e  c a s e  o f  t h e  n o n -  

l a y i n g  h e n ,  t h e  v a l u e  o f  t h e  B l o o d  P]_ a t  4 h o u r s  a f t e r  t h e  

i n j e c t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  was lo w ,  w h i l e  t h a t  o f  t h e  B l o o d  8 ^ 

was a p p r o x i m a t e l y  t h e  same a s  t h a t  r e c o r d e d  f o r  t h e  h e n  a t  

t h e  end  o f  i t s  l a y i n g  p e r i o d .  The C y t o p l a s m i c  P% a n d  S]_ 

f r a c t i o n s  o f  t h e  h o n - l a y i n g  h e n  w e re  e x t r e m e l y  h i g h .  In  a l l  

i n s t a n c e s ,  e x c e p t  i n  t h a t  o f  t h e  l a y i n g  h e n  i n  t h e  m i d d l e  o f  

i t s  l a y i n g  p e r i o d ,  t h e  C y t o p l a s m i c  8 i  f r a c t i o n  show ed  a  l o w e r  

a c t i v i t y  t h a n  t h a t  o f  t h e  C y t o p l a s m i c  P^ f r a c t i o n ,  w h i l e  i n  

a l l  i n s t a n c e s  b o t h  f r a c t i o n s  w e re  a p p r e c i a b l y  h i g h e r  t h a n  t h e  

v a l u e s  o b s e r v e d  f o r  t h e  B l o o d  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s .  The 

C y t o p l a s m i c  P^ a n d  S-j f r a c t i o n s  o f  t h e  t u m o u r  t i s s u e  i t s e l f  

h a d  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same l e v e l  o f  a c t i v i t i e s  a s  t h o s e  o f  

t h e  l i v e r  c y t o p l a s m i c  p h o s p h o r u s  c o m p o n e n ts  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

same b i r d .

The R e l a t i o n s h i p  o f  t h e  A c t i v i t i e s  o f  t h é  P h o s p h o l i p i d s  o f



Table 10.

S p e c i f i c  A c t i v i t i e s  o f  P h o s p h o l i p i d s  o f  Whole C y t o p l a s m ,  
M i t o c h o n d r i a l ,  M ic ro s o m a l  a n d  S u p e r n a t a n t  F r a c t i o n s  o f  
Fowl L i v e r s ,  R e l a t e d  t o  Count s / m i n u t e  i n j e c t e d  (x  10*  ̂) .

LHI L H II  C TBH T N .L .H .

m o l e  C y t o p l a s m  6 , 5 4 0  8 , 6 0 0  3 , 6 1 0  134 2 6 . 1  1 0 , 6 0 0

M i t o c h o n d r i a l
F r a c t i o n  5 , 7 2 0  7 , 3 9 0  3 , 1 9 0  124 -  7 , 2 5 0

M ic ro s o m a l
F r a c t i o n  6 , 2 5 0  8 , 5 5 0  5 ,0 0 0  158 -  5 ,8 5 0

S u p e r n a t a n t
F r a c t i o n  6 , 3 8 0  6 , 7 5 0  4 , 4 0 0  7 2 . 9  -  6 ,2 5 0

LHI -  L a y in g  h e n  a t  m i d d l e  o f  l a y i n g  p e r i o d .

L H II  -  L a y i n g  h e n  a t  end  o f  l a y i n g p p e r i o d .

C -  Cock

TBH -  Hen b e a r i n g  GRCH15 tu m o u r  

T -  CRCH15 tu m o u r

N .L .H .  -  N o n - l a y i n g  h e n .



Figure 8.

L . H . I .  L a y in g  h en  a t  m i d d l e  o f  l a y i n g  p e r i o d ,

L . H . I I .  L a y in g  h e n  a t  end  o f  l a y i n g  p e r i o d .

C. Cock.

T .B .H .  Hen b e a r i n g  GRCH 15 tu m o u r  

T . GRCH 15 tu m o u r .

N .L .H .  N o n - l a y i n g  h e n .
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Figure 8.
Specific Activities of the Phospholipids 
of the Cytoplasmic Cellular Components, 
Relative to an Injected Dose of 

lÔ  Counts/Minute.
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t h e  C y t o p l a s m i c  F r a c t i o n s  w i t h  R e s p e c t  t o  t h e  D i f f e r i n g  

P h y s i o l o g i c a l  C o n d i t i o n s  o f  t h e  E x p e r i m e n t a l  B i r d s .

The p h o s p h o l i p i d s  i s o l a t e d  f ro m  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  o f  

a n y  o n e  e x p e r i m e n t a l  b i r d  show a p p r o x i m a t e l y  t h e  same l e v e l  

o f  a c t i v i t y .  T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  T a b l e  lO a n d  F i g u r e  8 .

The m a in  d i f f e r e n c e  t o  b e  o b s e r v e d  i s  t h a t  t h e  t u m o u r - b e a r i n g  

b i r d  a g a i n  shows th e  l o w e s t  l e v e l s  o f  a c t i v i t i e s , w h i l e  t h e  

v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l i v e r  o f  t h e  c o c k  a p p e a r  t o  be  

s l i g h t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l i v e r s  o f  t h e  

h e n s ,  no m a t t e r  w h e t h e r  t h e y  a r e  i n  l a y  o r  n o t .

The R e l a t i o n s h i p  o f  th e  A c t i v i t i e s  o f  t h e  R i b o n u c l e o t i d e s  o f  

t h e  C y t o p l a s m i c  P a r t i c l e s  w i t h  R e s p e c t  t o  t h e  D i f f e r i n g  

P h y s i o l o g i c a l  C o n d i t i o n s  o f  t h e  E x p e r i m e n t a l  B i r d s .

In  t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  t h e  s e c o n d  p r o c e d u r e ,  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d ,  was u s e d  t o  p r e p a r e  t h e  r i b o n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  

AINLP r e s i d u e ,  o b t a i n e d  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  t h e  t i s s u e  w i t h  

TGA a n d  l i p i d  s o l v e n t s .  I t  h a s  b e e n  f o u n d  i n  p r e l i m i n a r y  

e x p e r i m e n t s  t h a t  e x t r a c t i o n  o f  t h e  RNA f r o m  t h e  AINLP r e s i d u e  

w i t h  N aC l ,  p r i o r  t o  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s ,  r e m o v e d  m o s t  o f  t h e  

h i g h l y  a c t i v e  c o n c o m i t a n t  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s .  The i o n o p h o r e s i s  

o f  t h e  n u c l e o t i d e  s o l u t i o n ,  so  o b t a i n e d ,  show ed  o n l y  t h e  p r e s e n c e  

o f  t h e  f o u r  r i b o n u c l e o t i d e s .  A t y p i c a l  s e p a r a t i o n  o b t a i n e d  b y

t h i s  p r o c e d u r e  i s  shown i n  F i g u r e  9 .  I t  c a n  be  s e e n  t h a t



Figure 9,

U l t r a v i o l e t  p r i n t  (A) an d  a u t o r a d i o g r a p h  (B) o f  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  i o n o p h o r e t i c  r u n  o f  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  

f r a c t i o n  o f  f o w l  l i v e r  p r e p a r e d  b y  p r o c e d u r e  2 .

The n u c l e o t i d e s  a r e  a d e q u a t e l y  s e p a r a t e d  

an d  no c o n c o m i t a n t s  a r e  v i s i b l e .

G y , ,  c y t i d y l i c  a c i d  ; A d . , a d e n y l i c  a c i d ;  

G u . ,  g u a n y l i e  a c i d  ; U r . ,  u r i d y l i o  a c i d .
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Figure 10,

L . H . I .  L a y in g  h e n  a t  m i d d l e  o f  l a y i n g  p e r i o d .

L . H . I I .  L a y i n g  h e n  a t  end  o f  l a y i n g  p e r i o d .

C. Cock.

T .B .H .  N o n - l a y i n g  h e n  h e a r i n g  a GRCH 15  t u m o u r .

T, GRCH 16 tu m o u r

N .L .H .  N o n - l a y i n g  h e n .



Figure IQ.
Specilic Activities o1 the Adenylic Acids 
from the RNA of the Cytoplasmic Cellular 
Components, Relative to an Injected Dose 

of lÔ  Counts/Minute.
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t h e r e  i s  no e v i d e n c e ,  e i t h e r  i n  t h e  u l t r a v i o l e t  l i g h t  p h o t o g r a p h  

o r  i n  t h e  a u t o r a d i o g r a p h ,  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  Com ponen ts  D a n d  E .  

T h i s  i s  b o r n e  o u t  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e  r e l a t i v e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  u r i d y l i c  a c i d  a p p r o a c h e s  more c l o s e l y  t h a t  o f  

t h e  o t h e r  • n u c l e o t i d e s .

The a c t i v i t i e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA*s o b t a i n e d  a r e  

shown i n  T a b l e  1 1 .  The a c t i v i t i e s  o f  t h e  a d e n y l i c  a c i d  o f  t h e  

v a r i o u s  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  o f  t h e  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  

b i r d s  a r e  shovm i n  F i g u r e  1 0 .

I n  a l l  i n s t a n c e s  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  M io le  C y t o p la s m  

a n d  t h e  M i t o c h o n d r i a l  and  M ic ro s o m a l  f r a c t i o n s  a r e  o f  t h e  same

o r d e r . In  a l l  o f  t h e  l i v e r s  e x a m in e d ,  o t h e r  t h a n  t h a t  o f  t h e

h e n  a t  t h e  e n d  o f  i t s  l a y i n g  p e r i o d ,  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n

shows a h i g h e r  u p t a k e  o f  t h a n  do t h e  o t h e r  c y t o p l a s m i c

f r a c t i o n s .

The n o n - l a y i n g  h e n  shows a  r e m a r k a b l y  h i g h  

i n c o r p o r a t i o n  o f  i n t o  t h e  r i b o n u c l e o t i d e s  o f  t h e  l i v e r  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n ,  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h o s e  o f  t h e  o t h e r  

b i r d s .

The a c t i v i t y  o f  t h e  Whole C y t o p l a s m  o f  t h e  t u m o u r  

t i s s u e  a g a i n  shows a  v a l u e  v e r y  c l o s e  t o  t h a t  o f  t h e  Whole 

C y t o p l a s m  o f  t h e  l i v e r  f r o m  t h e  same b i r d .
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D i s c u s s i o n .

One o f  t h e  f i r s t  p o i n t s ,  w h ic h  was c o n s i d e r e d  a t  t h e  b e g i n n i n g  

o f  t h i s  w o r k ,  was t h e  t e c h n i q u e  o f  b r e a k i n g  down t h e  t i s s u e  

c e l l s  . The W a r in g  t y p e  o f  b l e n d o r  p r o d u c e s  s u c h  a p o w e r f u l  

s h e a r i n g  a c t i o n  t h a t ,  i n  s u c r o s e  m edium, t h e  c e l l u l a r  com­

p o n e n t s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  n u c l e i ,  a r e  d i s r u p t e d .  I n  t h e i r  

r e v i e w  o f  t h e  m e th o d s  o f  i s o l a t i n g  c e l l  c o m p o n e n t s ,  S c h n e i d e r  

a n d  Hogeboom (1 9 5 1 )  a d v o c a t e  t h e  u s e  o f  a  h o m o g e n i s e r  d e v i s e d  

b y  P o t t e r  a n d  E l v e h j e m  ( 1 9 5 6 ) .  The m a in  o b j e c t i o n s  t o  t h i s  

t y p e  o f  h o m o g e n i s e r  a r e  t h a t  i t  i s  o n l y  c a p a b l e  o f  h a n d l i n g  

s m a l l  a m o u n ts  o f  m a t e r i a l ,  a n d  i n  a d d i t i o n  a s m a l l  am ount o f  

p o w d e r e d  g l a s s  i s  p r o d u c e d  w h ic h  i n t e r f e r e s  w i t h  t h e  s u b s e q u e n t  

a n a l y s i s .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  o v erco m e  t h e  s e c o n d  o b j e c t i o n  b y  

u s i n g  a p l a s t i c  p e s t l e ,  b u t  a g a i n  o n l y  s m a l l  am o u n ts  o f  

m a t e r i a l  c a n  b e  h a n d l e d .  I t  was f o u n d ,  d u r i n g  p r e l i m i n a r y  

e x p e r i m e n t s ,  t h a t  i t  was c o n v e n i e n t  t o  u s e  a  Welco  h o m o g e n i s e r ,  

wi-^h a  p a d d l e  a t t a c h m e n t ,  s i n c e  i t  was c a p a b l e  o f  t a k i n g  up  t o  

70 m l .  o f  m a t e r i a l  a t  o ne  t i m e .  By t h i s  m eans i t  was f o u n d  

p o s s i b l e  t o  o b t a i n  g o o d  d i s r u p t i o n  o f  c e l l s  i n  s u c r o s e  w i t h o u t  

u n d u e  d e s t r u c t i o n  o f  n u c l e i .

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e s e  s u c r o s e  h o m o g e n a te s  

show ed  t h a t  t h e r e  was s t i l l  a v e r y  l a r g e  n u m b e r  o f  f r e e  a n d  

a p p a r e n t l y  u ndam aged  n u c l e i  p r e s e n t ,  t o g e t h e r  w i t h  some w ho le
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c e l l s .  I t  i s  i n e v i t a b l e  t h a t  t h e r e  a r e  some w h o le  c e l l s  

p r e s e n t ,  f o r  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  o b t a i n  c o m p l e t e  b r e a k d o w n  o f  

c e l l s  w i t h o u t  a t  t h e  same t i m e  c a u s i n g  t h e  d i s i n t e g r a t i o n  o f  

a  l a r g e  n um ber  o f  n u c l e i .  The r e s u l t s  shown i n  T a b l e  6  c o n f i r m  

t h a t  t h e r e  was v e r y  l i t t l e  n u c l e a r  b re a k d o w n  s i n c e  v e r y  l i t t l e  

DNA-P was t o  b e  f o u n d  on a n a l y s i s  o f  t h e  Whole C y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n ,  a f t e r  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  n u c l e i .  S i n c e  r a b b i t  l i v e r  

n u c l e i  c o n t a i n  a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  o f  t h e  t o t a l  n u c l e i c  a c i d  a s  

RNA { D a v id s o n  & MeIndoe 1 9 4 9 ) ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  c y t o -  

p la . sm ic  f r a c t i o n s  w e re  c o n t a m i n a t e d  b y  n u c l e a r  RNA due t o  

n u c l e a r  b r e a k d o w n ,  a l t h o u g h , i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  some RNA may h a v e  

b e e n  l e a c h e d  o u t  o f  i n t a c t  n u c l e i  d u r i n g  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  

f r a c t i o n s  t i o n .

U s in g  t h e  S c h n e i d e r  (1 9 4 8 )  p r o c e d u r e  o f  d i f f e r e n t i a l  

c e n t r i f u g a t i o n ,  i t  was f o u n d  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  d i s c r e e t  m i t o ­

c h o n d r i a l  a n d  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s . E x a m i n a t i o n  o f  t h e  

p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n s  by  means o f  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  ( P l a t e  1) 

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  was f r e e  f r o m  c o n ­

t a m i n a t i o n  b y  m i c r o s o m e s ,  an d  c o n s i s t e d  o f  w e l l - d e f i n e d  s p h e r i c a l  

g r a n u l e s ,  w h i l e  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n ,  a l t h o u g h  l e s s  homo­

g e n e o u s  i n  a p p e a r a n c e ,  was  f r e e  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y  l a r g e  

g r a n u l e s .

The r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t y - t i m e  c u r v e s  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  l i v e r  i n o r g a n i c  P o f  r a b b i t s  ( F i g u r e  5)  a g r e e  w i t h



Plate 1.

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  p r e ­

p a r e d  b y  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  f r o m  a h o m o g e n a te  

o f  r a b b i t  l i v e r  i n  0 . 3 5  M - s u c r o s e .

M a g n i f i c a t i o n  x  1 8 , 0 0 0 .  Shadowed a t  15^  w i t h  

p a l l a d i u m *

U p p e r  p i c t u r e ,  m i t o c h o n d r i a ;  lo v /e r  p i c t u r e ,  m ic ro s o m e s
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t h o s e  o b t a i n e d  b y  Barnum a n d  H u seb y  (1 9 5 0 )  a n d  B arnum , H u seb y

a n d  Vermund (1 9 5 5 )  u s i n g  m i c e ,  and  G r i f f i t h s  a n d  P ace  (19 5 5 )

u s i n g  r a t s .  A l l  o f  t h e s e  w o r k e r s  f i n d  t h a t  t h e r e  i s  a  r a p i d

f a l l  o f f  i n  t h e  t i s s u e  i n o r g a n i c  P a c t i v i t y  u n t i l  a p p r o x i m a t e l y
5218 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  P; t h e r e a f t e r  t h e  f a l l  

i n  t h e  a c t i v i t y  becom es  more g r a d u a l .

The r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t im e  a n d  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  h a s  b e e n  s t u d i e d  b y  Ada (1 9 4 9 )  

u s i n g  r a b b i t s ,  a n d  P o p j a k  and  M uir  (1 9 5 0 )  a n d  G r i f f i t h s  a n d  

Pace  (1 9 5 5 )  u s i n g  r a t s .  G r i f f i t h s  a n d  P a c e  (1 9 5 5 )  f o u n d  t h a t  

p e a k  o f  t h e  c u r v e s  o f  a l l  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  was a t  

a p p r o x i m a t e l y  6  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .

Pop j a k  an d  M u ir  (19,50) f o u n d  t h a t  t h e  g r e a t e s t  a c t i v i t y  o f  

t h e  p h o s p h o l i p i d s  o f  w ho le  r a t  l i v e r  was r e a c h e d  1 2  h o u r s  a f t e r  

t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  P .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  Ada (1 9 4 9 )  f o u n d  

t h a t  t h e  maxima o f  t h e  c u r v e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  o f  

r a b b i t  l i v e r  was a b o u t  24 h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n .  The o r d e r  o f  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s ,  a s  f o u n d  b y  Ada ( 1 9 4 9 ) ,  

was m i c r o s o m e s ^  m i t o c h o n d r i a ^  s u p e r n a t a n t ,  w h i l e  G r i f f i t h s  a n d  

Pace  (1 9 5 5 )  f o u n d  t h e  m i t o c h o n d r i a  t o  h a v e  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  

o f  a l l  t h e  p a r t i c l e s  a n d  t h e  m ic ro s o m e s  t o  h a v e  t h e  l o w e s t .

The r e s u l t s  o b t a i n e d  d u r i n g  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  ( F i g u r e  4)  

w o u ld  a p p e a r  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  m ic ro s o m e s  h a v e  t h e  h i g h e s t  

a n d  t h e  m i t o c h o n d r i a  h a v e  t h e  l o w e s t  a c t i v i t y ,  w i t h  b o t h  o f
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th e m  r e a c h i n g  t h e i r  p e a k  o f  a c t i v i t y  a t  a b o u t  t h e  same t i m e ,  

n a m e ly  24 h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  P .  The s u p e r n a t a n t  

f r a c t i o n  a p p e a r s  t o  be  i n t e r m e d i a t e  i n  i t s  l e v e l  o f  a c t i v i t y  

a n d  t o  r e a c h  i t s  maximum a c t i v i t y  30 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s ­

t r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .  T h e s e  v a l u e s ,  h o w e v e r ,  a r e  n o t  

a b s o l u t e ,  s i n c e  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  l i p i d  f r a c t i o n s  

was n o t  a b s o l u t e ,  a n d  s i n c e  s m a l l  e r r o r s  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  P o r  a c t i v i t i e s  g i v e  c o n s i d e r a b l e  e r r o r s  i n  t h e  r e l a t i v e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  v a l u e s .

I n  t h e  c a s e  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d  a c t i v i t i e s  o b t a i n e d  

f ro m  t h e  f o w l s ,  t h e r e  w o u ld  a p p e a r  t o  b e  l i t t l e  u n i f o r m i t y ,  

s i n c e  e a c h  b i r d  a p p e a r s  t o  h a v e  i t s  own p a r t i c u l a r  p a t t e r n  o f  

t h e  o r d e r  o f  a c t i v i t i e s  f r o m  t h e  d i f f e r e n t  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .

D a v i d s o n ,  F r a z e r  an d  H u t c h i s o n  (1 9 5 1 )  showed t h a t  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  p r o t e i n  b o u n d  

compounds p r e s e n t e d  im n y  d i f f i c u l t i e s  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  

h i g h l y  l a b e l l e d  n o n - n u c l e o t i d e  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s .  By u s i n g  

t h e  i o n o p h o r e s i s  t e c h n i q u e  o f  D a v id s o n  a n d  S m e l l i e  ( 1 9 5 2 a )  i t  

was p o s s i b l e  t o  rem ove t h e s e  i n t e r f e r i n g  p h o s p h o r u s  co m p o u n d s ,  

a s  shown b y  D a v i d s o n  a n d  S m e l l i e  ( 1 9 5 2 b ) .  The r e s u l t s  o b t a i n e d  

f ro m  r a b b i t  l i v e r ,  shown i n  T a b l e  8 , a n d  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  

f o w l  l i v e r s ,  shown i n  T a b l e  1 1 ,  i n d i c a t e  t h a t  t h e  i n c o r p o r a t i o n
•zp

o f  P i n t o  t h e  RNA i s  o f  t h e  same o r d e r  i n  a l l  f o u r  n u c l e o t i d e s  

f ro m  a n y  one  o f  t h e  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s .  The a c t i v i t y  o f
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a d e n y l î c  a c i d ,  h o w e v e r ,  a p p e a r s  t o  be  s l i g h t l y  h i g h e y , a n d  o f  

g u a n y l i c  a c i d  s l i g h t l y  l o w e r ,  t h a n  t h o s e  o f  t h e  p y r i m i d i n e  

n u c l e o t i d e s .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  V o lk i n  

an d  C a r t e r  ( 1 9 5 1 ) ,  The h i g h  u r i d y l i c  a c i d  v a l u e s ,  f o u n d  i n  t h e  

e x p e r i m e n t s  w e r e  r a b b i t  t i s s u e  was s t u d i e d ,  a p p e a r  t o  b e  due  t o  

t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h l y  a c t i v e  compounds a s  f o u n d  b y  D a v id s o n  

a n d  S m e l l i e  ( 1 9 5 2 b ) .  The h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  v a l u e s  f o u n d  

i n  t h e  u r i d y l i c  a c i d  f r a c t i o n  o f  c h i c k e n  l i v e r  b y  H u i t i n  e t  a l ,  

( 1 9 5 1 )  i s  p r o b a b l y  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  h i g h l y  l a b e l l e d  

c o n c o m i t a n t s .  By p r e l i m i n a r y  e x t r a c t i o n  o f  t h e  RNA f r o m  t h e  

AINLP r e s i d u e  w i t h  NaCl b e f o r e  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s ,  a s  was do n e  

i n  t h e  f o w l  e x p e r i m e n t s ,  t h e s e  a c t i v e  c o n c o m i t a n t s  a p p e a r  t o  

b e  a l m o s t  c o m p l e t e l y  r e m o v e d ,  a n d  t h e  u r i d y l i c  a c i d  v a l u e s  

o b t a i n e d  a p p r o a c h  t h o s e  o f  t h e  o t h e r  n u c l e o t i d e s  more c l o s e l y .

I n  b o t h  s e r i e s  o f ,e x p e r i m e n t s , t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

o f  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  w o u ld  a p p e a r  on 

t h e  w h o le  t o  b e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s ,  

w h ic h  h a v e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same o r d e r  o f  a c t i v i t i e s , w i t h  t h e  

m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  t e n d i n g  t o  h a v e  a  s l i g h t l y  l o w e r  a c t i v i t y  

t h a n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .  Barnum  a n d  H u seb y  ( 1 9 5 0 ) ,  

u s i n g  s a l i n e  h o m o g e n a te s  o f  t h e  l i v e r s  o f  m ic e  w h i c h  h a d  

r e c e i v e d  ^ ^ P ,  f o u n d  t h a t  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  h a d  a  much 

h i g h e r  a c t i v i t y  t h a n  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n . H u i t i n  e t  a l .  

( 1 9 5 1 ) ,  i n  t h e i r  e x p e r i m e n t s  w i t h  ^'^P, f o u n d  t h a t  t h e  s u p e r n a t a n t
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f r a c t l o n  h a d  a h i g h e r  l e v e l  o f  a c t i v i t y  t h a n  t h o s e  o f  t h e  

o t h e r  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s . I n  t h e  p r e s e n t  s e r i e s  o f  i n ­

v e s t i g a t i o n s ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  r a b b i t  l i v e r  2 h o u r s  

a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

t h e s e  f i n d i n g ,  t h e  o r d e r  o f  a c t i v i t i e s  a t  2 h o u r s  b e i n g  

s u p e r n a t a n t m i t o c h o n d r i a ^  m ic ro s o m e s  . The r e s u l t s  o b t a i n e d  

f o r  t h e  fo v ; l  l i v e r s  4 h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  a r e  n o t  

c o n c l u s i v e ,  s i n c e  a l t h o u g h  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  a p p e a r s  

t o  b e  m ore  a c t i v e  i n  m o s t  i n s t a n c e s ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  h e n  

a t  t h e  e n d  o f  i t s  l a y i n g  p e r i o d ,  t h e  m i t o c h o n d r i a  w o u ld  

a p p e a r  t o  b e  t h e  m o s t  a c t i v e  f r a c t i o n ;  a n d  w h i l e  i n  a l m o s t  

e v e r y  i n s t a n c e  t h e  m i t o c h o n d r i a  h a v e  t h e  same o r  a  h i g h e r  

a c t i v i t y  t h a n  t h e  m i c r o s o m e s ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  n o n - l a y i n g  

h e n  t h e  m ic ro s o m e s  h a v e  an  a c t i v i t y  a p p r e c i a b l y  h i g h e r  t h a n  

t h a t  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a .

J e e n e r  a n d  S z a f a r z  ( 1 9 5 0 )  f o u n d  t h a t  i n  n o n - m u l t i p l y i n g  

c e l l s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  '®^P a t  2  h o u r s  i n t o  t h e  RNA o f  t h e  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  was i n  t h e  o r d e r  s u p e r n a t a n t )  m ic ro s o m e s  

^ m i t o c h o n d r i a .  T h ey  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  w i t h  m u l t i p l y i n g  

c e l l s ,  s u c h  as: m ic e  e m b r y o s ,  t h e  o r d e r  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P 

was s u p e r n a t a n t )  m i t o c h o n d r i a )  m i c r o s o m e s .  I t  s h o u l d  be  

e m p h a s i s e d  t h a t  J e e n e r  a n d  S z a f a r z  (1 9 5 0 )  h o m o g e n i s e d  t h e i r  

t i s s u e s  i n  a  W a r in g  B l e n d o r  w i t h  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  a n d  i n  

t h e i r  c e n t r i f u g a t i o n  p r o c e d u r e  t h e y  u s e d  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r
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c e n t r i f u g a l  f i e l d s  t h a n  w ere  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n s .  

C o n s e q u e n t l y ,  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  a s  i s o l a t e d  b y  them  

i s  more t h a n  l i k e l y  t o  be  c o n t a m i n a t e d  w i t h  a g g l u t i n a t e d  

m i c r o s o m e s ,  an d  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  c o n t a m i n a t e d  w i t h  

r i b o n u c l e o p r o t e i n  f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n .  T h i s  

t e n d e n c y  w o u ld  be a g g r a v a t e d  b y  t h e i r  u s e  o f  p h o s p h a t e  b u f f e r  

i n  p l a c e  o f  s u c r o s e  a s  a  h o m o g e n i s i n g  m edium .

On t h e  o t h e r  h a n d ,  G r i f f i t h s  a n d  P a c e  (1 9 5 3 )  f o u n d  

t h a t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P i n t o  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  o f  

r a t  l i v e r  was i n  t h e  o r d e r  m i t o c h o n d r i a  m i c r o s o m e s  s u p e r n a t a n t , 

2  h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  ^ ^ P ,  I t  m u s t  b e  p o i n t e d  o u t ,  

h o w e v e r ,  t h a t  G r i f f i t h s  a n d  P a ce  (1 9 5 5 )  c a r r i e d  o u t  t h e i r  

a c t i v i t y  d e t e r m i n a t i o n s  on c r u d e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  o b t a i n e d
I

b y  t h e  S c h n e i d e r  (1 9 4 5 )  p r o c e d u r e .  D a v i d s o n ,  F r a z e r  a n d  

H u t c h i s o n  (1 9 5 1 )  h a v e  shovm t h a t  t h e  n u c l e i c  a c i d  co m p o n en ts  

o f  t h e  t i s s u e , a s  i s o l a t e d  b y  th e  S c h n e i d e r  (1 9 4 5 )  p r o c e d u r e  

c o n t a i n  o t h e r  p h o s p h o r u s  com pounds ,  w h i c h  h a v e  a h i g h e r  a c t i v i t y  

t h a n  t h e  n u c l e i c  a c i d s  t h e m s e l v e s .  I t  may w e l l  b e  t h a t  t h e s e  

a c t i v e  com pounds  d i f f e r  i n  t h e i r  a c t i v i t i e s  a c c o r d i n g  t o  t h e  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  f r o m  w h i c h  t h e y  a r e  d e r i v e d ,  a n d  t h a t  i t  

i s  t h e s e  c o n c o m i t a n t s  w h i c h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  o r d e r  o f  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  o b s e r v e d .

The v e r y  h i g h  i n c o r p o r a t i o n  o f  ix i to  t h e  n u c l e o t i d e s  

o f  n u c l e a r  RNA i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  o t h e r  w o r k e r s
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( M a rsh ak  & C a l v e t  1 9 4 9 ;  Barnum  & H u seb y  , 1 9 5 0 , ;  J e e n e r  &

S z a f a r s  1 9 5 0 ;  D a v i d s o n ,  MeIndoe & S m e l l i e  1 9 6 1 ;  MeIndoe & 

D a v id s o n  195 2 )  u s i n g  S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d

u s i n g  - f o r m a t e  ( S m e l l i e ,  MoIndoe & D a v i d s o n  1 9 5 3 ) ,  1 ^ 0 -

o r o t i c  a c i d  ( P o t t e r ,  R e c k n a g e l  & H u r l b e r t  1951)  a n d  ^5;^. 

g l y c i n e  ( S m e l l i e ,  Mo I n d o e  & D a v id s o n  1 9 5 3 ) .  The p r e s e n t  

s t u d i e s  show t h a t  t h i s  r a p i d  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P 

i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA o f  r a b b i t  l i v e r  c e l l s  h o l d s  f o r  a l l  f o u r  

n u c l e o t i d e s ,  w h i c h  a r e  l a b e l l e d  t o  a l m o s t  t h e  same e x t e n t .

At a l l  o f  t h e  t i m e  i n t e r v a l s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  P ,  t h e

n u c l e a r  RNA h a d  a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  much g r e a t e r  t h a n  t h e  

RNA d e r i v e d  f r o m  a n y  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  The p e a k  

o f  a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e a r  RNA w o u ld  a p p e a r  t o  f a l l  a b o u t  24 

h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e ,  w h i l e  t h a t  o f  

t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  w o u ld  a p p e a r  t o  f a l l  b e t w e e n  24 a n d  

37 h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n .  H ow ever ,  S m e l l i e ,  M eIn d o e ,  L o g an ,  

D a v i d s o n  a n d  Dawson (1 9 5 3 )  f o u n d  t h a t  t h e  p e a k  o f  a c t i v i t y  o f  

t h e  n u c l e a r  RNA was som ewhat e a r l i e r ,  n a m e ly  a b o u t  18 h o u r s  

a f t e r  t h e  a n i m a l  h a d  r e c e i v e d  P .  The p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  

a l s o  shows t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  DNA o f  t h e  n u c l e u s  i s  a t  

a l l  t i m e s  v e r y  much l o w e r  t h a n  a n y  o f  t h e  RNA f r a c t i o n s , w i t h  

i t s  p e a k  o f  a c t i v i t y  f a l l i n g  a b o u t  18 h o u r s  a f t e r  t h e  i s o t o p e  

h a d  b e e n  r e c e i v e d .

M a rs h a k  an d  C a l v e t  ( 1 9 4 9 ) ,  u s i n g  r a b b i t s  i n j e c t e d  w i t h
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i s o l a t e d ,  t h e  n u c l e i  f r o m  t h e  l i v e r  t i s s u e  b y  t h e  c i t r i c  

a c i d  m e th o d  o f  M arsh ak  (1 9 4 0 ,  1 9 4 1 ) ,  an d  t h e n  u s e d  t h e  s u p e r ­

n a t a n t  t o  p r e p a r e  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  T hey  f o u n d  t h a t

t h e  p e a k  o f  n u c l e a r  RNA a c t i v i t y  was b e t w e e n  5  a n d  13 h o u r s
32a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  P .  I t  was a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  r i b o ­

n u c l e o t i d e  s o l u t i o n  o f  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  h a d  t h e  h i g h e s t  

l e v e l  o f  a c t i v i t y  t h r o u g h o u t  t h e  t im e  i n t e r v a l  1 h o u r  t o  73 h o u r s  

a f t e r  i n j e c t i o n ,  w i t h  t h e  p e a k  o f  a c t i v i t y  f a l l i n g  a t  a b o u t  1 2  

h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  m i t o c h o n d r i a l  

a c t i v i t y  was s t i l l  r i s i n g  73 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  d f  

t h e  i s o t o p e .  T h e i r  m e th o d  o f  i s o l a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n s  c a n n o t  be r e g a r d e d  a s  i d e a l ,  s i n c e  Hogeboom e t  a l .  

(1 9 4 8 )  a n d  S c h n e i d e r  a n d  Hogeboom (1 9 5 1 )  h a v e  shown t h a t  

e l e c t r o l y t e s  c a u s e  a g g l u t i n a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .  

A n o t h e r  o b j e c t i o n  t o  t h e i r  f i n d i n g s  i s  t h a t  t h e y  u s e d  t h e  

w h o le  r i b o n u c l e o t i d e  f r a c t i o n  ( o b t a i n e d  f r o m  t h e  S c h n e i d e r  

(1 9 4 6 c )  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  S c h m id t  & T h a n n h a u s e r  (1 9 4 5 )  

p r o c e d u r e ) ^ w h ic h  h a s  b e e n  shown b y  D a v i d s o n ,  F r a z e r  a n d  

H u t c h i s o n  (1 9 4 9 )  t o  c o n t a i n  a c t i v e  p h o s p h o r u s - c o n t a i n i n g  c o n ­

c o m i t a n t s  .

B arnum  & H u seb y  (1 9 5 0 )  a l s o  o b t a i n e d  a  s p e c i f i c  

a c t i v i t y - t i m e  c u r v e  f o r  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  b e t w e e n  1  

a n d  24 h o u r s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  32p t o  m i c e . They  c a r r i e d  

o u t  t h e i r  d e t e r m i n a t i o n s  on i s o l a t e d  RNA f r o m  t h e  v a r i o u s
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c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  A l t h o u g h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  

t h e  c y t o p l a s m i c  RNA was s t i l l  i n c r e a s i n g  up t o  24 h o u r s ,  t h e y  

d i d  n o t  p r o c e e d  w i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n s  b e y o n d  t h i s  t i m e .

The maximum i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA t h e y  f o u n d  was 

a b o u t  2  h o u r s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  P .

H u r l b e r t  a n d  P o t t e r  (1 9 5 2 )  f o u n d  t h a t  t h e  maximum 

i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  o r o t i c  a c i d  i n t o  n u c l e a r  RNA o f  

r a t s  b e a r i n g  m u l t i p l e  P l e x n e r - J o b l i n g  t u m o u r s  o c c u r r e d  a b o u t  

4 h o u r s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n .

H u r l b e r t  a n d  P o t t e r  (19 5 4 )  s t u d i e d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

l a b e l l e d  o r o t i c  a c i d  t o  u r i d i n e  com pounds a n d  i t s  i n c o r p o r a t i o n  

i n t o  t h e  u r i d y l i c  a c i d  o f  t h e  RNA o f  t h e  n u c l e u s  a n d  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n s  o f  n o r m a l  r a t  l i v e r .  They  f o u n d  t h a t  t h e  o r o t i c  a c i d  

was i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  u r a c i l  o f  n u c lea rR N A  v e r y  r a p i d l y ,  

t h e  maximum i n c o r p o r a t i o n  b e i n g  a b o u t  4 h o u r s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  

At t h e  same t i m e ,  t h e  o r o t i c  a c i d  was a l s o  i n c o r p o r a t e d  i n t o  

t h e  p y r i m i d i n e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA, w i t h  t h e  maximum p e a k  

o f  a c t i v i t y  f a l l i n g  a t  a b o u t  16 h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n .  H u r l b e r t  

a n d  P o t t e r  ( 1 9 5 4 ) ,  f r o m  t h e i r  r e s u l t s ,  s u g g e s t  t h a t  t h e  o r o t i c  

a c i d  was f i r s t  c o n v e r t e d  t o  u r i d i n e  p h o s p h a t e  w h i c h  a c t s  a s  an  

i m m e d ia t e  m e t a b o l i c  p r e c u r s o r  o f  t h e  u r a c i l  o f  h u c l e a r  RNA a n d  

a s  a  m a j o r ,  a l t h o u g h  p o s s i b l y  i n d i r e c t ,  s o u r c e  o f  t h e  p y r i m i d i n e s  

o f  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA.

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  b y  M a u r i t z e n ,  Roy an d  S tedm an
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( 1 9 6 S ) ,  t h a t  n u c l e a r  RNA may b e  a n  i m p u r i t y  a d s o r b e d  f r o m  t h e  

c y t o p l a s m  d u r i n g  t h e  p r o c e s s  o f  i s o l a t i o n .  E v e r y  i n d i c a t i o n ,  

f r o m  i s o t o p i c  s t u d i e s ,  w o u ld  a p p e a r  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h i s  i s  

n o t  t h e  c a s e ,  s i n c e  t h e  n u c l e a r  RNA a p p e a r s  t o  i n c o r p o r a t e  

much more r a p i d l y  t h a n  d o e s  a n y  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s ,  

and  t h i s  w o u ld  a p p e a r  to  b e  c o n f i r m e d  b y  t h e  p r e s e n t  

i n v e s t i g a t i o n .

In  1948  M arshak  put- f o r w a r d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  

n u c l e u s  c o n t a i n s  a  n u c l e o p r o t e i n  w h ic h  b e h a v e s  a s  a  p r e c u r s o r  

o f  t h e  RNA o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  o f  n o n - p r o l i f e r a t i n g  

t i s s u e s .  M a rsh a k  a n d  C a l v e t  (19 4 9 )  c l a i m e d  t h a t  t h e i r  r e s u l t s  

w e re  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h i s  t h e o r y  a n d  t h a t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

o f  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  r o s e  u n t i l  i t  r e a c h e d  t h e  same l e v e l  

o f  a c t i v i t y  a s  t h a t  o f  t h e  n u c l e a r  RNA. As a l r e a d y  s t a t e d ,  t h e  

i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  o f  M arshak  an d  C a l v e t  (1 9 4 9 )  i s  q u e s t i o n a b l e ,  

an d  a l s o  h i g h l y  a c t i v e  c o n c o m i t a n t s  h a v e  b e e n  shown t o  b e  

p r e s e n t  i n  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  f r a c t i o n s  w h i c h  t h e y  u s e d ,

J e e n e r  a n d  S z a f a r z  ( I 9 6 0 )  h a v e  e x t e n d e d  t h e  t h e o r y  o f  

M arsh a k  (1 9 4 8 )  on t h e  b a s i s  o f  t h e i r  f i n d i n g s  a t  2  h o u r s  a f t e r  

t h e  i n j e c t i o n  o f  ^ ^ P .  They  p r o p o s e  t h a t  t h e  n u c l e u s  s y n t h e s i s e s  

RNA w h ic h  t h e n  p a s s e s  i n t o  t h e  c y t o p l a s m i c  c e l l  s a p .  T h i s  RNA 

i n  t h e  c e l l  s a p  was t h e n  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  m i c r o s o m e s ,  w h ic h  

i n  t u r n  a g g r e g a t e d  t o  f o r m  t h e  m i t o c h o n d r i a .  I f  t h i s  h y p o t h e s i s '  

w e re  t r u e ,  t h e  RNA o f  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  w o u ld  t u r n  o v e r
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more r a p i d l y  t h a n  t h a t  o f  t h e  m ic ro s o m e s  w h ic h  i n  t u r n  w o u ld  

t u r n  o v e r  more r a p i d l y  t h a n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .

The p r e s e n t  f i n d i n g s ,  u s i n g  r a b b i t  t i s s u e ,  do n o t  

s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  o f  J e e n e r  a n d  S z a f a r z  ( 1 9 5 0 ) ,  s i n c e  a l l  

t h e  n u c l e o t i d e s  o f  a l l  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  h a v e  t h e  same 

o r d e r  o f  r e l a t i v e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s ,  a n d  t h e i r  r e l a t i v e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  c u r v e s  a l l  f o l l o w  t h e  same p a t t e r n ,  w i t h  

t h e i r  maximum a c t i v i t y  a b o u t  24 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  

o f  t h e  3 2 p ,  At t h e  t i m e  i n t e r v a l s  s t u d i e d ,  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  do 

n o t  a t t a i n  t h e  l e v e l  o f  a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e a r  n u c l e o t i d e s .  

From t h e  f o w l  e x p e r i m e n t s ,  a l t h o u g h  o n l y  one  b i r d  o f  e a c h  t y p e  

was s t u d i e d  a n d  a l t h o u g h  t h e r e  i s  a  v e r y  w id e  s c a t t e r  o f  

r e s u l t s  o b t a i n e d  f ro m  b i r d s  o f  d i f f e r e n t  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e s ,  

a  s i m i l a r  p i c t u r e ,  a s  f a r  a s  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  a r e  

c o n c e r n e d ,  i s  t o  be  f o u n d .



FART TWO.

A S t u d y  o f  t h e  M e t a b o l i s m  o f  t h e  P h o s p h o r u s  Compounds o f  

L i v e r ,  S p l e e n  a n d  I n t e s t i n a l  M ucosa ,  i n  v i t r o .  I n v e s t i g a t e d  

w i t h  t h e  A id  o f  R a d i o a c t i v e  P h o s p h o r u s .
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1 .  I n t r o d u c t i o n .

The s t u d y  o f  t h e  m e t a b o l i s m  o f  a  t i s s u e  i n  t h e  i n t a c t  a n i m a l ,  

w h i l e  o f  g r e a t  i m p o r t a n c e ,  c a n n o t  g i v e  a  c o m p l e t e  u n d e r ­

s t a n d i n g  o f  t h e  p a t h w a y s  an d  enzyme s y s t e m s  i n v o l v e d .  I n  

o r d e r  t o  do t h i s ,  t h e  m e t a b o l i s m  o f  t h e  t i s s u e  u n d e r  

i n v e s t i g a t i o n  m u s t  be  s t u d i e d  i n  v i t r o .  By u s i n g  i n  v i t r o  

t e c h n i q u e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c o n t r o l  t h e  e x p e r i m e n t a l  

c o n d i t i o n s  much m ore  r i g i d l y .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t o  s t u d y  

i n d i v i d u a l l y  a l l  o f  t h e  s u b s t r a t e s  and  p r e c u r s o r s  o f  t h e  

s y s t e m  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n ,  w h i l e  a t  t h e  same t i m e  u s i n g  a s  

a  c o n t r o l  some o f  t h e  same t i s s u e ,  t o  w h i c h  no  a d d i t i o n  o f  

s u b s t r a t e  o r  p r e c u r s o r  h a s  b e e n  m ade .  T h i s  i s  n o t  p o s s i b l e  

u s i n g  i n t a c t  a n i m a l s ,  s i n c e  t h e  c o n t r o l  a n d  t e s t  e x p e r i m e n t s  

m u s t  b e  c a r r i e d  o u t  on d i f f e r e n t  a n i m a l s .  By means o f  

m e t a b o l i c  i n h i b i t o r s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  i n  v i t r o  

t h e  o t h e r  s y s t e m s  w h i c h  m ay i n f l u e n c e  t h e  one  u n d e r  i n v e s ­

t i g a t i o n .  T h e s e  i n  v i t r o  s t u d i e s  c a n  b e  c a r r i e d  o u t  e i t h e r  

on t i s s u e  s l i c e s  o r  o n  t i s s u e  h o m o g e n a t e s

F r i e d k i n  a n d  L e h n i n g e r  (1949)  r e p o r t e d  t h a t  t h e y  

w e r e  a b l e  t o  d e t e c t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  i n t o  t h e  RNA

a n d  p h o s p h o l i p i d  f r a c t i o n s  o f  r a t  l i v e r  h o m o g e n a t e s  w h i c h  

h a d  b e e n  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  r a d i o a c t i v e  i n o r g a n i c
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p h o s p h a t e  . T h e y  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  DNA o f  t h i s  r a t  l i v e r  

h o m o g e n a te  d i d  n o t  i n c o r p o r a t e  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  

e m p lo y e d .

Mann a n d  G ruschow  (19 4 9 )  s t u d i e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  

o f  3 3 p  i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d  a n d  p h o s p h o l i p i d  f r a c t i o n s  o f  

t i s s u e  s l i c e s  f r o m  r a t  l i v e r  a n d  r a t  W a l k e r  t u m o u r s .  T h e i r  

r e s u l t s  sh ow ed  t h a t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  i n t o  

t h e s e  f r a c t i o n s  was d e p e n d e n t  on t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n .

G o l d w a s s e r  ( 1 9 5 3 ) ,  u s  i n g a d e n i n e ,  was a b l e  

t o  show t h a t  t i s s u e  s l i c e s  o f  r a t  l i v e r ,  r a t  s p l e e n  a n d  

p i g e o n  l i v e r  a n d  p i g e o n  l i v e r  h o m o g e n a te s  w e r e  c a p a b l e  o f  

i n c o r p o r a t i n g  t h e  l a b e l l e d  a d e n i n e  i n t o  t h e i r  n u c l e i c  a c i d  

f r a c t i o n s .

In  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  w h o le  t i s s u e  homo­

g e n a t e s  a n d  i s o l a t e d  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  w e re  i n c u b a t e d  w i t h  

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  l a b e l l e d  w i t h  ^^P so  t h a t  a f u r t h e r  s t u d y  

m i g h t  b e  made t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  RNA was i n d e e d  s y n t h e s i s e d  

i n  t h e  n u c l e u s  a n d  t h e n  p a s s e d  o u t  i n t o  t h e  c y t o p l a s m  f o r  

i n c l u s i o n  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s ,  a s  was p o s t u l a t e d  

b y  J e e n e r  a n d  S z a f a r z  ( 1 9 5 0 ) ,
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2 • E x p e r i m e n t a l .

I ,  P r e l i m i n a r y  E x p e r i m e n t s ,

(a ) B i o l o g i c a l .

I n  t h e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  t h e  l i v e r s  f r o m  a l b i n o  r a t s ,  

f r o m  t h e  d e p a r t m e n t a l  s t o c k s ,  w e r e  u s e d .  The a n i m a l s  w ere  

k i l l e d  b y  e x s a n g u i n a t i o n  an d  t h e  l i v e r s  r e m o v e d ,  c h i l l e d  

a n d  m in c e d  w i t h  s c i s s o r s .  The m in c e d  l i v e r s  w e re  t h e n  homo­

g e n i s e d  i n  f o u r  vo lum es  o f  0 . 2 5  M - s u c r o s e ,  i n  an  M .S .E .

N e l c o  b l e n d o r ,  w i t h  t h e  b l a d e s  r e p l a c e d  b y  a  p a d d l e .  To 

p o r t i o n s  o f  h o m o g e n a t e , c o r r e s p o n d i n g  t o  4 g .  o f  t i s s u e ,  

w e re  a d d e d  3 . 2  m l .  o f  b u f f e r  pH 7 . 4 ,  a n d  50 p c . a n d

t h e  t o t a l  v o lum e  made up  t o  2 0  m l .

Two t y p e s  o f  b u f f e r  s o l u t i o n  w e re  u s e d ,

(1 0 . 5  M -p h o s p h a t e  b u f f e r  i n  0 . 2 5  M - s u c r o s e  ( 8 9 . 0  g

Ha HPO .2H 0 10 m l .  10 H -H C l,  d i l u t e d  t o  1 l i t r e  w i t h  0 , 2 52 4 2
M- s u c r o s e ) .

( 2 ) 0 . 7 5  M - g l y c i n e  b u f f e r  i n  0 . 2 5  M - s u c r o s e  ( 5 6 . 2 5  g 

g l y c i n e  d i s s o l v e d  i n  0 . 2 5  M - s u c r o s e  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 4  

w i t h  H-HaOH).

A l l  s o l u t i o n s  a n d  a p p a r a t u s  w e r e  s t e r i l i s e d  b e f o r e  

u s e  t o  e l i m i n a t e  c o m p l i c a t i o n s  due t o  t h e  p o s s i b l e  p r e s e n c e  

o f  b a c t e r i a  a n d  f u n g i  i n  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e .

The s u c r o s e  s o l u t i o n  was g a s s e d  w i t h  5 %  GOg- 9 5 ^

Og m i x t u r e  f o r  o n e  h o u r  b e f o r e  u s e .  The h o m o g e n a t e s  w e re
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i n c u b a t e d  a t  37^0  i n  100 m l .  P y r e x  c o n i c a l  f l a s k s ,  s t o p p e r e d  

w i t h  r u b b e r  b u n g s .

A s e r i e s  o f  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  was c a r r i e d  

o u t  t o  f i n d  t h e  o p t i m a l  t i m e  o f  i n c u b a t i o n .  The r e a c t i o n s  

i n  t h e  f l a s k s  w ere  s t o p p e d ,  a f t e r  0^ 1 , 2 ,  3 ,  4 a n d  5 

h o u r s  i n c u b a t i o n ,  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  10 m l .  3 0 ^  (w /v )  TCA.

I n  g e n e r a l ,  t h e  i n c u b a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  f o r  2 h o u r s  

i n  a t h e r m o s t a t  a t  3 7 ^ 0 ,  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g .  A c o n t r o l  

f l a s k ,  i n  w h ic h  t h e  r e a c t i o n  was s t o p p e d  i m m e d i a t e l y ,  "was 

a l s o  s e t  u p .

The e f f e c t  o f  t h e  a d d i t i o n  o f  v a r i o u s  s u b s t a n c e s  

was a l s o  i n v e s t i g a t e d .  Among t h o s e  s t u d i e d  w ere  a d e n o s i n e -  

t r i p h o s p h a t ©  (ATP), d i p h o s p h o p y r l d i n e  n u c l e o t i d e  (DPH), 

c y t o c h r o m e  c ( c y t .  c ) ,  MgClg, HagHPO^, s o d iu m  p y r u v a t e ,  

s o d iu m  s u c c i n a t e ,  s o d iu m  f u m a r a t e  a n d  s o d iu m  m a l a t e . E a c h  

o f  t h e s e  com pounds was d i s s o l v e d  i n  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r ,  

so  t h a t  t h e  f i n a l  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  0 . 2  m g . / m l . . 0 . 1  m l .

o f  t h e  s o l u t i o n  o f  t h e  s u b s t a n c e  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n ,  was 

q d d e d  t o  t h e  h o m o g e n a te  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  i n c u b a t i o n .

The e f f e c t  o f  g l u c o s e  on t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P 

i n t o  t h e  p h o s p h o r u s - c o n t a i n i n g  c o m p o n e n ts  was a l s o  s t u d i e d .  

0 . 0  5 ,  0 . 1 ,  0 . 5  a n d  1 . 0  m l .  o f  g l u c o s e  s o l u t i o n ( c o n t a i n i n g  

2 0  m g . / m l . )  was a d d e d  t o  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e .

The d i f f e r e n t  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  w e r e  i s o l a t e d .
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f r o m  0 . 2 5  M r s u c r o s e  h o m o g e n a te s  o f  r a t  l i v e r ,  b y  t h e  

p r o c e d u r e  o f  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 8 ) ,  d e s c r i b e d  i n  P a r t  O n e .

The c e l l u l a r  f r a c t i o n s ,  s o  i s o l a t e d ,  w e re  i n c u b a t e d  a t  

3 7 ^ 0 .  f o r  2  h o u r s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r o t c o l s  f o r  t h e  

i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .

The r e a c t i o n  i n  t h e  f l a s k s  was s t p p p e d  b y . t h e  

a d d i t i o n  o f  0 . 5  vo lum e o f  3 0 ^  TCA. The c o n t e n t s  o f  t h e  

f l a s k s  w ere  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a 50 m l .  c e n t r i f u g e  t u b e  

a n d  t h e  p h o s p h o r u s  c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  p r e p a r e d  b y  th e  

m o d i f i e d  S c h m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  (1 9 4 5 )  p r o c e d u r e ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  P a r t  O n e .

( b ) C h e m i c a l .

I t  was  i n v a r i a b l y  f o u n d  t h a t  t h e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s ,  

i s o l a t e d  b y  t h e  m o d i f i e d  S ch m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  (19 4 5 )  

p r o c e d u r e ,  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  P a r t  O n e , c o n t a i n e d  

t r a c e s  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  l a b e l l e d  w i t h  P .  Many
'zp

m e th o d s  o f  r e m o v i n g  t h i s  i n o r g a n i c  P w e r e  t r i e d ,  i n c l u d i n g

(1 )  a d d i t i o n  o f  HagHPO^ t o  t h e  10% (w /v )  TCA w ash  s o l u t i o n s  

(S g .  M a g H P 0 ^ .2 H g 0 / i0 0  m l .  1 0 ^  TCA s o l u t i o n ) .

( 2 ) p r e p a r a t i o n  o f  t h e  RHA f r a c t i o n  b y  P r o c e d u r e  2 ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  P a r t  O n e . I n  some i n s t a n c e s  t h e  RHA, s o  p r e p a r e d ,  

was r e d i s s o l v e d  i n  1 0 % (w /v )  HaCl a n d  r e p r e c i p i t a t e d  w i t h

2 v o lu m e s  o f  e t h a n o l .  I n  one c a s e  t h e  RNA was d i s s o l v e d  i n

NaCl a n d  r e p r e c i p i t a t e d  4 t i m e s .
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(3 )  t h e  RM f r a c t i o n ,  as  p r e p a r e d  b y  P r o c e d u r e  2 , was 

d i s s o l v e d  i n  t h e  minimum vo lum e o f  w a t e r  a n d  r e p r e c i p i t a t e d  

b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2  v o lu m es  o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  a s  

d e s c r i b e d  by  D a v i d s o n ,  F r a z e r  an d  H u t c h i s o n  ( 1 9 5 1 ) ,  The 

p r e c i p i t a t e d  RHA was w a s h e d  w i t h  70% e t h a n o l ,  e t h a n o l  a n d  

e t h e r  a n d  f i n a l l y  d r i e d .

The i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  

p h o s p h a t e  a n d  p h o s p h o l i p i d  f r a c t i o n s  w e r e  i s o l a t e d  b y  t h e  

m e th o d s  u s e d  i n  P a r t  O n e , The RNA, i s o l a t e d  b y  a n y  one o f  

t h e  a b o v e  p r o c e d u r e s ,  was h y d r o l y s e d  o v e r n i g h t  w i t h  0 , 5  

N-KOH a n d  t h e  r e s u l t i n g  n u c l e o t i d e  s o l u t i o n  f r a c t i o n a t e d  i n t o  

i t s  i n d i v i d u a l  n u c l e o t i d e s  b y  t h e  p r o c e d u r e  o f  i o n o p h o r e s i s  

( D a v id s o n  & S m e l l i e  1 9 5 2 a ) . The d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  

p h o s p h o r u s  c o n t e n t  a n d  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  s o l u t i o n  was 

c a r r i e d  o u t  a s  i n  P a r t  O n e .

1 1 , The S t u d y  o f  t h e  T r a n s f e r  o f  32p f r o m  a L a b e l l e d Cel l u l a r  

F r a c t i o n  i n t o  O t h e r  N o n - r a d i o a c t i v e  C e l l u l a r  F r a c t i o n s .

( a )  B i o l o g i c a l .

In  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  a l b i n o  r a t  l i v e r ,  a l b i n o  r a t  s p l e e n ,  

a l b i n o  r a b b i t  l i v e r  a n d  a l b i n o  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  w ere  

u s e d .  Two s e r i e s  o f  a n i m a l s  w ere  u s e d ;  i n  o n e ,  t h e  a n i m a l s  

r e c e i v e d  l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  18 h o u r s  b e f o r e  

s a c r i f i c e ;  r a t s  r e c e i v e d  1  me. ^^P e a c h ,  w h i l e  r a b b i t s
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r e c e i v e d  3 me. e a c h .  I n  t h e  o t h e r  s e r i e s ,  t h e  a n i m a l s  

r e c e i v e d  no t r e a t m e n t  p r i o r  t o  b e i n g  s a c r i f i c e d .  The r a t s  

w e re  k i l l e d  b y  e x s a n g u i n a t i o n ,  w h i l e  t h e  r a b b i t s  w e re  k i l l e d  

b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n .  The o r g a n s  w e re  rem oved  q u i c k l y ,  

a n d  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  l i v e r  a n d  s p l e e n ,  m i n c e d  f i n e l y  w i t h  

s c i s s o r s  an d  c h i l l e d .  R a b b i t  s m a l l  i n t e s t i n e ,  a f t e r  r e m o v a l  

f r o m  t h e  a n i m a l ,  was w a sh e d  t h r o u g h  w i t h  i c e - c o l d  0 . 2 6  M- 

s u c r o s e  a n d  s l i t  u p .  The m ucosa  was t h e n  rem o v ed  by  

s c r a p i n g ,  c o l l e c t e d  an d  c h i l l e d .

The t i s s u e s , f r o m  b o t h  s e r i e s  o f  a n i m a l s ,  w e re  

h o m o g e n i s e d  s e p a r a t e l y  w i t h  2  v o lum es  o f  0 . 2 5  M - s u c r o s e ,  i n  

an  M .S .E .  N e lc o  b l e n d o r , w i t h  t h e  b l a d e s  r e p l a c e d  b y  a  p a d d l e .  

The r e s u l t i n g r h o m o g e n a t e s  w e re  s e p a r a t e d  i n t o  t h e i r  com p o n en t  

c e l l u l a r  f r a c t i o n s  b y  t h e  t e c h n i q u e  o f  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 8 ) ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  p r e v i o u s  s e c t i o n s .  The c e l l u l a r  p a r t i c l e s ,  

a f t e r  w a s h i n g  w i t h  0 . 2 5  M - s u c r o s e ,  w e re  s u s p e n d e d  i n  s u c r o s e  

s o l u t i o n .

A c o m p o s i t e " h o m o g e n a te  was t h e n  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  

i n  a 100 m l .  P y r e x  c o n i c a l  f l a s k ,  t h e  r a d i o a c t i v e  c e l l u l a r  

f r a c t i o n  o r  f r a c t i o n s  f ro m  one a n i m a l  w i t h  the* n o n - r a d i o a o t l v e  

c e l l u l a r  f r a c t i o n  o r  f r a c t i o n s  f ro m  a n o t h e r  a n i m a l .  At t h e  

same t i m e ,  6 . 2  m l .  o f  g l y c i n e  b u f f e r  .(pH 7 . 4 )  i n  s u c r o s e  

w e re  a d d e d  t o g e t h e r  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  a d d i t i o n s ,  s u c h  a s  

ATP, DPN, c y t .  c ,  Ha^HPO^, MgClg a n d  s o d iu m  m a l a t e .  The
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f i n a l  vo lum e was made u p  t o  40 m l .  w i t h  0 , 2 5  M - s u c r o s e  

s o l u t i o n .  I n  a l l  c a s e s  4 s i m i l a r  f l a s k s  w e r e  s e t  u p ,  2 

o f  w h i c h  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2  h o u r s ,  w h i l e  t h e  r e a c t i o n  i n  

t h e  o t h e r  2 was s t o p p e d  i m m e d i a t e l y  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 2 5  

M - s u c r o s e  -  M - c i t r i e  a c i d  s o l u t i o n .  A l l  t h e  s o l u t i o n s  a n d  

g l a s s w a r e  w e re  s t e r i l i s e d  b e f o r e  u s e .

Where d i a l y s e d  c e l l  s a p  was u s e d ,  t h e  c e l l  s a p  was 

t r a n s f e r r e d  t o  a  d i a l y s i s  s a c  a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  a known 

volum e o f  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  a  r o c k i n g  d i a l y s e r  

a p p a r a t u s , f o r  8  h o u r s  i n  t h e  c o l d  room .  At t h e  e n d  o f  t h i s  

t i m e  t h e  d i a l y s a t e  was r e m o v e d ,  c o l l e c t e d ,  a n d  i t s  volum e 

r e d u c e d  b y  f r e e z e - d r y i n g .  The f r e e z e - d r i e d  d i a l y s a t e  was 

t h e n  made up  t o  a  known volum e w i t h  0 . 2 5  M - s u c r o s e .  Mean­

w h i l e ,  t h e  c e l l  s a p  was d i a l y s e d  f u r t h e r  a g a i n s t  w a t e r ,  w i t h  

f r e q u e n t  c h a n g e s ,  f o r  16 h o u r s .  The d i a l y s e d  c e l l  s a p  wan 

c o l l e c t e d  and  made up  t o  a  known v o lu m e .

P r o t e i n  f r a c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  d i a l y s e d  c e l l  

s a p ,  b y  f r a c t i o n a l  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  ammonium s u l p h a t e .  

T h re e  p r o t e i n  f r a c t i o n s  w e re  p r e p a r e d ,  n a m e ly  t h o s e  p r e ­

c i p i t a t e s  a t  0-33%  s a t u r a t i o n  an d  33-66% s a t u r a t i o n  o f  t h e  

c e l l  s a p  w i t h  ammonium s u l p h a t e ,  a n d  a  t h i r d  f r a c t i o n  w h i c h  

i n c l u d e d  a l l  t h e  m a t e r i a l  n o t  p r e c i p i t a t e d  a t  6 6 % ammonium 

s u l p h a t e  s a t u r a t i o n .

The p r o c e d u r e  u s e d  i n  t h e  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i a l y s e d
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c e l l  s a p  i n t o  p r o t e i n  f r a c t i o n s  was a s  f o l l o w s  : -  

One h a l f  vo lum e o f  s a t u r a t e d  ammonium s u l p h a t e  s o l u t i o n  was 

a d d e d  t o  d i a l y s e d  c e l l  s a p ,  t o  g i v e  33% s a t u r a t i o n  w i t h  

r e s p e c t  to  ammonium s u l p h a t e .  The r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e  was 

rem o v ed  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  600 g . ( I . E . G .  r e f r i g e r a t e d  

c e n t r i f u g e ,  h o r i z o n t a l  y o k e )  f o r  2 0  m i n u t e s .  The p r e c i p i t a t e  

was c o l l e c t e d ,  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s o l u t i o n  

d i a l y s e d  a g a i n s t  w a t e r  t o  remove t h e  ammonium s u l p h a t e  

p r e s e n t  ( F r a c t i o n  I ) .

The s u p e r n a t a n t  f l u i d  was  t h e n  made 6 6 % s a t u r a t e d  

w i t h  r e s p e c t  t o  ammonium s u l p h a t e ,  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  

c a l c u l a t e d  am o u n t  o f  s o l i d  ammonium s u l p h a t e .  The r e s u l t i n g  

p r e c i p i t a t e  w as  c e n t r i f u g e d  o f f  a s  b e f o r e ,  c o l l e c t e d ,  

d i s s o l v e d  i n  w a t e r  a n d  t h i s  s o l u t i o n  d i a l y s e d  a g a i n s t  w a t e r  

( F r a c t i o n  I I ) .

The s u p e r n a t a n t  l i q u i d  f ro m  t h e  s e c o n d  p r e c i p i t a t i o n  

was d i a l y s e d  to  rem ove  ammonium s u l p h a t e ,  a n d  c o r r e s p o n d s  t o  

t h e  m a t e r i a l  w h ic h  w a s  n o t  p r e c i p i t a t e d  b y  6 6 % ammonium 

s u l p h a t e  s a t u r a t i o n  ( F r a c t i o n  I I I ) .

A l l  m a n i p u l a t i o n s  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e s e  

p r o t e i n  f r a c t i o n s  w e re  c a r r i e d  o u t  a s e p t i c a l l y  i n  t h e  c o l d  

room.

The t e s t  s u s p e n s i o n s  w ere  i n c u b a t e d  i n  a t h e r m o s t a t ,  

w i t h  g e n t l e  s h a k i n g ,  f o r  2  h o u r s  a t  3 7 ^ 0 .  S i m i l a r
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s u s p e n s i o n s  w e re  s e t  u p  a s  c o n t r o l s .  The r e a c t i o n  i n  th e  

c o n t r o l s  was s t o p p e d  i m m e d i a t e l y ,  w h i l e  t h a t  o f  t h e  t e s t s  

was s t o p p e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,  by  t h e  

a d d i t i o n  o f  4 m l .  0 . 2 5  M - s u c r o s e  -  M -c i  t r i e  a c i d  s o l u t i o n .

Once t h e  r e a c t i o n  h a d  b e e n  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  t h e  c i t r i c  a c i d  s o l u t i o n ,  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  f l a s k s  

w e re  t r a n s f e r r e d  t o  a  P o t t e r  a n d  S l v e h j e m  (1 9 3 6 )  homo- 

g e n i s e r ,  w i t h  a p l a s t i c  p e s t l e .  A f t e r  g e n t l e  h o m o g e n i s i n g ,  

t h e  s u s p e n s i o n  was c e n t r i f u g e d  f o r  lO m t o u t e s  a t  400 g 

( I . E . G .  r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e ,  h o r i z o n t a l  y o k e ) .  The 

s e d i m e n t  was w a s h e d  w i t h  0 . 0 1  M - c i t r i c  a c i d ,  u n t i l  m i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  showed t h a t  t h e  n u c l e i  w e re  f r e e  o f  e x t r a n e o u s  

m a t e r i a l .  The i s o l a t e d  n u c l e i  (N) w ere  t h e n  a n a l y s e d .  The 

s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  (S)  o b t a i n e d  a f t e r  c e n t r i f u g i n g  a t  

400  g was c o l l e c t e d  a n d  a n a l y s e d .

10 m l ,  o f  10% (w /v )  TCA.was a d d e d  t o  t h e  n u c l e a r  

f r a c t i o n ,  a n d  0 . 5  vo lum e  o f  30%; (w /v )  TGA a d d e d  t o  t h e  

s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n .  The p h o s p h o r u s  c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  

w e re  t h e n  o b t a i n e d  b y  t h e  m o d i f i e d  S c h m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  

(1 9 4 5 )  p r o c e d u r e ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  P a r t  O n e .

( b ) C h e m i c a l .

The i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  ( P ] ) ,  a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  p h o s p h a t e  

(Sj_) a n d  p h o s p h o l i p i d  (LP) f r a c t i o n s  v ;ere  p r e p a r e d  as  

d e s c r i b e d  i n  P a r t  O n e .
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The r i b o n u c l e o t i d e s  o f  t h e  n u c l e i  w e re  p r e p a r e d  

b y  P r o c e d u r e  1 ,  u s e d  i n  P a r t  One, w h i l e  t h e  r i b o n u c l e o t i d e s  

o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e re  p r e p a r e d  b y  P r o c e d u r e  2 .  The 

r i b o n u c l e o t i d e s  w e re  s e p a r a t e d  h y  t h e  t e c h n i q u e  o f  D a v id s o n  

a n d  S m e l l i e  ( 1 9 5 2 a ) •

The DNA-P o f  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  was p r e p a r e d  

b y  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  Kay e t  a l .  ( 1 9 5 2 )  p r o c e d u r e . The 

r e s i d u e  o b t a i n e d  on a c i d i f i c a t i o n  o f  t h e  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  

o f  t h e  AINLP r e s i d u e , was  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a h d  

u s e d  t o  p r e p a r e  t h e  DNA-P f r a c t i o n ,  w h i l e  t h e  s u p e r n a t a n t  

was u s e d  t o  o b t a i n  t h e  n u c l e o t i d e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  n u c l e a r  

RNA. T he  r e s i d u e ,  c o n t a i n i n g  t h e  DNA, w as  w a s h e d  w i t h  0 . 5  

N - p e r c h l o r i c  a c i d ,  e t h a n o l ,  e t h a n o l  e t h e r  ( 3 : 1 )  a n d  f i n a l l y  

e t h e r  a n d  t h e n  d r i e d .  The d r i e d  p o w d e r  was s u s p e n d e d  i n  5 m l ,  

0 .9%  (w /v )  NaCl a n d  0 . 5  m l .  so d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e  s o l u t i o n  

(5% s o d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e  i n  45% e t h a n o l / w a t e r )  a d d e d .

A f t e r  s t a n d i n g  1 h o u r ,  w i t h  o c c a s i o n a l  s t i r r i n g ,  t h e  s o l u t i o n  

was made m o l a r  w i t h  r e s p e c t  t o  N aC l ,  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  

c a l c u l a t e d  am o u n t  o f  s o l i d  N a C l . The s o l u t i o n  was t h e n  

c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  d e c a n t e d .  Tv/o v o lu m e s  

o f  e t h q n o l  w e re  a d d e d  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e d  DNA c e n t r i f u g e d  

down. The p r e c i p i t a t e  was t h e n  w ash e d  w i t h  70% e t h a n o l ,  

e t h a n o l  a n d  e t h e r  a n d  f i n a l l y  d r i e d .  The t o t a l  m a t e r i a l  

o b t a i n e d  was t h e n  u s e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p h o s p h o r u s
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c o n t e n t  a n d  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y .

A l l  o f  t h e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  d e r i v e d  f ro m  t h e  

n u c l e a r  m a t e r i a l  w ere  e s t i m a t e d  u s i n g  o n e - f i f t h  o f  t h e  

a m o u n ts  o f  t h e  r e a g e n t ^  o f  t h e  m o d i f i e d  A l l e n  (1 9 4 0 )  m e th o d ;  

o t h e r w i s e  t h e  p h o s p h o r u s  d e t e r m i n a t i o n s  a n d  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  as  d e s c r i b e d  i n  P a r t  O n e .

I n  c e r t a i n  i n s t a n c e s  t h e  p u r i n e s  a n d  p y r i m i d i n e s  

o f  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  s o l u t i o n ,  o b t a i n e d  a f t e r  h y d r o l y s i s  

o f  t h e  RNA b y  t h e  m o d i f i e d  S ch m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  (1 9 4 5 )  

p r o c e d u r e ,  w e re  e x a m in e d  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y . The r i b o ­

n u c l e o t i d e  s o l u t i o n  was t a k e n  t o  d r y n e s s  a n d  h y d r o l y s e d  f o r  

one h o u r  a t  lOO^G w i t h  12 N - p e r c h l o r i c  a c i d  (M a rsh a k  & V o g e l  

1 9 5 1 ;  W y a t t  1 9 5 1 ) .  The pH o f  t h e  h y d r o l y s a t e  was a d j u s t e d t o  

pH 3 w i t h  5 N-KOH a n d  t h e  p r e c i p i t a t e d  p o t a s s i u m  p e r c h l o r a t e  

was re m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  A p o r t i o n  o f  t h e  h y d r o l y s a t e  

was t h e n  a p p l i e d  t o  l h a t m a n  3 mm. f i l t e r  p a p e r .  The n u c l e i c  

a c i d  b a s e s  w ere  t h e n  s u b m i t t e d  t o  c h r o m a t o g r a p h y  i n  i s o ­

p r o p a n o l  -  HGl m i x t u r e  (6 5  m l .  i s o - p r o p a n o l - v  1 6 . 5  m l .  c o n c .  

HCl + d i s t i l l e d  w a t e r  t o  100 m l . )  a c c o r d i n g  to  t h e  p r o c e d u r e  

o f  W y a t t  ( 1 9 5 1 ) .  A f t e r  t h e  f i l t e r  p a p e r  h a d  b e e n  d r i e d ,  t h e  

b a s e s  w e re  d e t e c t e d  i n  u l t r a v i o l e t  l i ^ i t ,  b y  t h e  m e th o d  

d e v i s e d  b y  H o l i d a y  a n d  J o h n s o n  ( 1 9 4 9 ) .  The Rp v a l u e s  w e re  

d e t e r m i n e d ,  a n d  t h e  s p o t s  i d e n t i f i e d .  The s p o t s  w ere  c u t  

o u t  a n d  e l u t e d  w i t h  0 , 1  N -H C l,  e x c e p t  i n  t h e  c a s e  o f  g u a n i n e



—7 4 —

w h i c h  was e l u t e d  i n  1 . 6  N-HCl.  The c o n c e n t r a t i o n  o f  b a s e  

i n  t h e  e l u a t e  was t h e n  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  e x t i n c t i o n  

o f  u l t r a v i o l e t  l i g h t ,  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  w a v e l e n g t h ,  i n  a  

Beckman Model DU s p e c t r o p h o t o m e t e r .

I l l . P r e p a r a t i o n  o f  Compounds l a b e l l e d  w i t h  R a d i o a c t i v e  P h o s p h o r u s . 

V a r i o u s  p h o s p h o r u s - c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  o f  l i v e r  t i s s u e ,  s u c h  

a s  t o t a l  a c i d  s o l u b l e  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s ,  a c i d  s o l u b l e  

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  p h o s p h o l i p i d s  an d  RNA, w e r e  p r e p a r e d  f r o m  

t h e  l i v e r s  o f  a n i m a l s  w h ic h  h a d  r e c e i v e d  ^ ^ P - l a b e l l e d  i n o r g a n i c  

p h o s p h a t e .  T h e se  l a b e l l e d  p h o s p h o r u s  com pounds w e re  t h e n  

I n v e s t i g a t e d  a s  p o s s i b l e  s o u r c e s  o f  p h o s p h o r u s  f o r  t h e  

s y n t h e s i s  o f  t h e  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s .

( a ) A c i d  S o l u b l e  P h o s p h o r u s  a n d  A c id  S o l u b l e  I n o r g a n i c  Ph o s p h a t e , 

L i v e r  t i s s u e  f r o m  a l b i n o  r a b b i t s ,  w h i c h  h a d  r e c e i v e d  2 me.

32p l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  18 h o u r s  p r i o r  t o  s a c r i f i c e ,  

was h o m o g e n i s e d  i n  2 v o lu m es  o f  0 . 2 5  M - s u c r o s e .  The 

r e u n i t i n g  h o m o g e n a te  was c e n t r i f u g e d  f o r  75  m i n u t e s  a t  4 0 , 0 0 0  g 

( S p i n c o  u l t r a c e n t r i f u g e .  R o t o r  No, 2 1 ) .  The s u p e r n a t a n t  was 

re m o v e d  a n d  s u f f i c i e n t  60% p e r c h l o r i c  a c i d  t o  g i v e  a f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  N - p e r c h l o r i c  a c i d .  The r e s u l t i n g  

m i x t u r e  was c e n t r i f u g e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  600 g ( I . E . G .  

r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e ,  h o r i z o n t a l  y o k e ) .  The p r e c i p i t a t e  

was w a s h e d  w i t h  0 , 5  N - p e r c h l o r i c  a c i d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t
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a n d  w a s h i n g s  c o m b in e d .

M a t h i s o n * s  {*1909) r e a g e n t  was a d d e d  t o  a p o r t i o n  

o f  t h e  e x t r a c t  ( l  m l . / l O  m l .  e x t r a c t )  a n d  t h e  r e s u l t i n g  

s o l u t i o n  made a l k a l i n e  t o  p h e n o l p h t h a l e i n  w i t h  HH4 OH 

( 8 . 0 .  0 . 8 8 ) .  A f t e r  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  i n  t h e  r e f r i g e r a t o r ,  

t h e  p r e c i p i t a t e  was c o l l e c t e d  by  f i l t e r i n g  t h r o u g h  a ¥/hatman 

No. 42 p a p e r .  The p r e c i p i t a t e  was w a s h e d  w i t h  10% (w /v )  

NH^OH a n d  d i s s o l v e d  i n  N'-HGl. Tliis  a c i d  s o l u t i o n  was t h e n  

p a s s e d  t h r o u g h  a  Dowex 50 (E"^ fo rm )  co lum n (1 cm, d i a m e t e r ,

8  cm. l o n g )  t o  rem ove  NH"̂  a n d  Mg"̂ * i o n s .  The e l u a t e  was 

t h e n  made u p - t o  a  known volume ( R a d i o a c t i v e  )*

The: r e m a i n d e r  o f  t h e  e x t r a c t  was a d j u s t e d  t o  pH 7 

w i t h  5 N-KOH a n d  t h e  p o t a s s i u m  p e r c h l o r a t e  f o rm e d  was 

rem o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  The s u p e r n a t a n t  w as  t h e n  made 

up t o  a  known v o lum e  ( R a d i o a c t i y e  A c id  S o l u b l e  P h o s p h o r u s ) .

(b ) P h o s p h o l i p i d s .

L i v e r  d e r i v e d  f r o m  a l b i n o  r a b b i t s ,  w h i c h  h a d  r e c e i v e d  3 me.
• z p

P l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  18 h o u r s  b e f o r e  s a c r i f i c e ,  

was h o m o g e n i s e d  i n  4 v o lu m es  0 .9%  (w /v )  NaOl s o l u t i o n .  One 

h a l f  vo lum e o f  30% (w /v )  TGA was a d d e d  t o  t h e  r e s u l t i n g  

h o m o g e n a t e .  The p r e c i p i t a t e  f o r m e d .w a s  c o l l e c t e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  a n d  w a s h e d  t w i c e  w i t h  l0'% (w /v )  TCA. The 

m a t e r i a l  p r e c i p i t a t e d  b y  t h g  TGA was t h e n  e x t r a c t e d  

s u c c e s s i v e l y  w i t h  a c e t o n e ,  e t h a n o l ,  e t h a n o l  e t h e r  ( 3 : 1 )



-76-

( t w i c e ) ,  a n d  e t h e r .  The e x t r a c t s  w e re  c o l l e c t e d ,  c o m b in ed  

an d  t a k e n  t o  d r y n e s s  on  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  The d r y  

r e s i d u e  was e x t r a c t e d  w i t h  CHGI5  a n d  t h e  e x t r a c t  a g a i n  

t a k e n  t o  d r y h e s s .  The r e s u l t i n g  r e s i d u e  was t h e n  e m u l s i f i e d  

w i t h  a  known volume o f  0*25  M - s u c r o s e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

a t r a c e  o f  b i l e  s a l t s  ( R a d i o a c t i v e  L i p i d  P ) .

( c ) Ri b o n u c l e i c  A c i d .

RNA was p r e p a r e d  f ro m  a l b i n o  r a b b i t  l i v e r ,  e x c i s e d  18 h o u r s  

a f t e r  t h e  a n i m a l  h a d  r e c e i v e d  3 me. a s  i n o r g a n i c

p h o s p h a t e .  The p r e p a r a t i o n  was c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  

m d th o d  o f  Kay a n d  Bounce ( 1 9 5 3 ) .

The t i s s u e  was h o m o g e n i s e d  i n  0 .9%  (w /v )  NAGl, 

c o n t a i n i n g  0 . 0 1  M-sodium c i t r a t e .  The r e s u l t i n g  h o m o g e n a te  

was c e n t r i f u g e d  a t  1 , 0 0 0  g ( I . E . G .  r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e )  

h o r i z o n t a l  y o k e )  f o r  30 m i n u t e s .  The s u p e r n a t a n t  l i q u i d  

was d e c a n t e d  a n d  r e c e n t r i f u g e d  t o  remove a n y  r e s i d u a l  

p r e c i p i t a t e .  The f i n a l  s u p e r n a t a n t  f l u i d  was d e c a n t e d  a n d  

t h e  pH a d j u s t e d  t o  4 . 5 ,  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  N -H C l.  The 

p r e c i p i t a t e  f o r m e d  w as  rem oved  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  l i q u i d  d i s c a r d e d .  The s e d i m e n t  was t h e n  

s u s p e n d e d  i n  0 .9%  (w /v )  NaCl s o l u t i o n ,  so  t h a t  t h e  f i n a l  

volume was 100 m l .  9 m l . o f  so d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e  s o l u t i o n  

(5% s o d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e  i n  45% e t h a n o l )  was a d d e d  w i t h



- 7 7 -

s t î r r i n g .  The pH o f  t h e  s o l u t i o n  was t h e n  r a i s e d  t o  

7 b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2N-NaOH, a n d  t h e  s t i r r i n g  c o n t i n u e d  

f o r  3 h o u r s .  At t h e  e n d  o f  t h i s  t i m e ,  t h e  s o l u t i o n  was 

made m o l a r  w i t h  r e s p e c t  t o  N a C l , b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  

c a l c u l a t e d  am oun t  o f  s o l i d  N a C l .  The s l i g h t l y  

v i s c o u s  s o l u t i o n  was c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0  g ( S p i n c o  

u l t r a c e n t r i f u g e ,  R o t o r  No. 21)  f o r  30 m i n u t e s  a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  f l u i d  c o l l e c t e d .  The RNA p r e s e n t  i n  t h e  

s u p e r n a t a n t  l i q u i d  was p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

' 2 v o lu m e s  o f  e t h a n o l .  The RNA, so  p r e c i p i t a t e d ,  was 

c e n t r i f u g e d  down a n d  w a s h e d  w i t h  70% e t h a n o l ,  e t h a n o l  

a n d  e t h e r  a n d  f i n a l l y  d r i e d  i n  a i r .  The d r i e d  

p o w d e r .w a s  w e i g h e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  0 . 2 5  M - s u c r o s e ,  

so  t h a t  5 m l .  o f  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  50 mg. RNA ( R a d i o ­

a c t i v e  RNA) .
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3. Results.

I . P r e l i m i n a r y  E x p e r i m e n t s .

The m a in  o b j e c t  o f  t h e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  l i s t e d  i n  

T a b l e  1 2 ,  was t o  o b t a i n  a s u i t a b l e  s y s t e m  f o r  s t u d y i n g  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  i n t o  t h e  p h o s p h o r u s  co m p o u n d s ,  an d  i n

p a r t i c u l a r  i n t o  t h e  RNA, o f  t i s s u e  h o m o g e n a t e s ,

0 , 2 5  M - s u c r o s e  was u s e d  a s  ^he  h o m o g e n i s i n g  medium 

i n  p r e f e r e n c e  t o  K r e b s - R i n g e r  b u f f e r ,  s i n c e  i t  was i n t e n d e d  

t o  f r a c t i o n a t e  t h e  t i s s u e  h o m o g e n a te  i n t o  i t s  s u b - c e l l u l a r  

Component'S and  t o  s t u d y  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  

i n t o  t h e s e  i s o l a t e d  f r a c t i o n s .  M e d ia ,  c o n t a i n i n g  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  e l e c t r o l y t e s ,  s u c h  K r e b s - R i n g e r  b u f f e r s , 

c a u s e  a g g l u t i n a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  a n d  t h u s  

p r e v e n t  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n ts  

{ S c h n e i d e r  & Hogeboom 1 9 5 1 ) .

I n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  o f  t h e  s e r i e s  ( E x p e r i m e n t  

No. 1 ,  T a b l e  1 2 , ) ,  t h e  e f f e c t  o f  a d d i n g  v a r i o u s  s u b s t a n c e s  

t o  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  was s t u d i e d .  The s u b s t a n c e s ,  

c h o s e n  b e c a u s e  o f  t h e i r  i m p o r t a n c e  i n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  

t i s s u e s  i n  v i v o ,  w ere  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  (ATP), d i p h o s -  

p h o p y r i d i n e  n u c l e o t i d e  (DPN) ,  c y to c h r o m e  c ( c y t .  c  ̂ a n d  

s o d iu m  s u c c i n a t e .  Of t h e s e  com pounds ,  c y t o c h r o m e  c a p p e a r s
r z p

t o  i n c r e a s e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  t h e  RNA o f  r a t
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l i v e r  h o m o g e n a te s  a s  c o m p a re d  w i t h  t h e  c o n t r o l s ,  w h i l e  ATP 

a n d  DPN do n o t .  S u c c i n a t e ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  seems t o  

r e d u c e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  

t h a t  o b s e r v e d  i n  t h e  c o n t r o l .

A s e c o n d  c o n t r o l  was s e t  up  a t  t h e  same t im e  i n  

o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t r a c e s  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  

l a b e l l e d  w i t h  ^ ^ P , w e r e  b e i n g  c a r r i e d  o v e r  i n t o  t h e  RNA 

f r a c t i o n  d u r i n g  t h e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e .  I n  t h i s  s e c o n d  

c o n t r o l ,  t h e  RNA, i s o l a t e d  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  h o t  1 0 ^

(w /v )  NaCl s o l u t i o n ,  was r e d i s s o l v e d  i n  1 0 /  NaCl s o l u t i o n  

a n d  r e p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l .  I t  was f o u n d  t h a t  t h e  

RNA o b t a i n e d  f r o m  t h i s  s e c o n d  c o n t r o l  h a d  h a l f  t h e  a c t i v i t y  

o f  t h a t  i s o l a t e d  b y  s t r a i g h t  NaCl e x t r a c t i o n .  T h i s  w o u ld  

a p p e a r  t o  I n d i c a t e  t h a t  l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  was 

s t i l l  p r e s e n t  a s  a c o n t a m i n a h t  i n  t h e  NaCl e x t r a c t e d  RNA.

The e f f e c t  o f  b a c t e r i a l  g ro w th  on t h e  i n c o r p o r a t i o n  

o f  ^^P  i n t o  t h e  RNA o f  t i s s u e  h o m o g e n a te s  was i n v e s t i g a t e d  

i n  E x p e r i m e n t  No. 2 ,  T a b l e  1 2 .  I t  was f o u n d  t h a t  when 

s t e r i l e  s o l u t i o n s  a n d  g l a s s w a r e  w e re  u s e d ,  t h e r e  was a 

m a rk e d  d e c r e a s e  i n  t h e  am oun t  o f  a c t i v i t y  d e t e c t a b l e  i n  t h e  

RNA f r a c t i o n ,  i s o l a t e d  f ro m  t h e  l i v e r  h o m o g e n a te  a f t e r  

i n c u b a t i o n . At t h e  e n d  o f  t h e  p e r i o d  o f  i n c u b a t i o n ,  s m a l l  

a m o u n ts  o f  t h e  h o m o g e n a te s  w e re  s p r e a d  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  

a g a r  p l a t e s .  T h ese  a g a r  p l a t e s  w ere  i n c u b a t e d  a t  57^C f o r
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t h r e e  d a y s  . VJhen t h e  p l a t e s  were  e x a m in e d ,  no b a c t e r i a l  

c o l o n i e s  w e re  f o u n d  i n  t h e  c u l t u r e  f r o m  t h e  h o m o g e n a te  i n  

w h ic h  s t e r i l e  s o l u t i o n s  a n d  g l a s s w a r e  h a d  b e e n  u s e d .  On 

t h e  o t h e r  h a n d ,  c u l t u r e s  f r o m  t h e  h o m o g e n a t e ,  w h e r e  no 

s p e c i a l  p r e c a u t i o n s  h a d  b e e n  t a k e n ,  show ed t h e  p r e s e n c e  

o f  s e v e r a l  u n i d e n t i f i e d  b a c t e r i a l  c o l o n i e s .  A l t h o u g h  

t h e  nu m b e r  o f  b a c t e r i a l  c e l l s  shown t o  b e  p r e s e n t  was 

s m a l l ,  i t  was p o s s i b l e  t h a t  t h e y  c o u l d  g i v e  r i s e  t o  e r r o n e o u s  

r e s u l t s ,  s i n c e  t h e s e  b a c t e r i a l  c e l l s  w e re  c a p a b l e  o f  

i n c o r p o r a t i n g  t h e  i n t o  t h e i r  own RNA. I n  c o n s e q u e n c e ,

a l l  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u n d e r  a s e p t i c  

c o n d i t i o n s •

I n  E x p e r i m e n t  No. 3 ,  T a b l e  12 ,  tw o  p o i n t s  w e re  

s t u d i e d  s i m u l t a n e o u s l y ,  a )  t h e  e f f e c t  o f  a d d i n g  ATP, c y t .

0  a n d  s u c c i n a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  Mg*"** i o n s ,  

a n d  b )  w h e t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  c a r r i e r  p h o s p h a t e  i n  t h e  

NaCl s o l u t i o n ,  u s e d  t o  e x t r a c t  t h e  RNA, w o u ld  remove a n y  

c o n t a m i n a t i n g  i n o r g a n i c  ^^P p r e s e n t  i n  t h e  RNA f r a c t i o n .

I t  was f o u n d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  M g i o n s  i n c r e a s e s  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  th e  i s o t o p e  i n t o  t h e  RNA o f  w ho le  r a t  

l i v e r  h o m o g e n a t e ,  when  ATP, c y t ,  c a n d  s u c c i n a t e  a r e  a l s o  

p r e s e n t .  The a d d i t i o n  o f  c a r r i e r  p h o s p h a t e  t o  t h e  NaCl 

s o l u t i o n ,  u s e d  t o  e x t r a c t  t h e  RNA, was a l s o  f o u n d  t o  r e d u c e  

t h e  c o n t a m i n a t i o n  d u e  t o  i n o r g a n i c  3 2 p ,
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In  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  f u r t h e r  t h i s  p r o b l e m  o f  

c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  RNA f r a c t i o n  w i t h  t r a c e s  o f  r a d i o ­

a c t i v e  I n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  E x p e r i m e n t  No. 4 ,  T a b l e  1 2 ,  

was c a r r i e d  o u t .  was ad d e d  t o  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s

w h i c h  w ere  i m m e d i a t e l y  t r e a t e d  w i t h  3 0 /  (w /v )  TCA a n d  

t h e  f r a c t i o n s  i s o l a t e d .  The RNA f r a c t i o n  was i s o l a t e d  a n d  

p u r i f i e d  b y  4 d i f f e r e n t  m e t h o d s .  T h e s e  m e th o d s  w ere  : -

( a )  NaCl e x t r a c t i o n  o f  t h e  AINLP r e s i d u e  and  t h e  p r e c i p i ­

t a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t e d  RNA w i t h  e t h a n o l .

(b )  A f t e r  t h e  i n i t i a l  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  h o m o g e n a te  w i t h  

3 0 /  TCA, t h e  p r e c i p i t a t e  was w a s h e d  t w i c e  w i t h  1 0 /  NaCl 

s o l u t i o n  w h i c h  h a d  NagHPO^ a d d e d  t o  i t .  The AINLP r e s i d u e ,  

so  p r e p a r e d ,  w as  e x t r a c t e d  w i t h  NaCl s o l u t i o n  a n d  t h e  RNA 

p r e c i p i t a t e d  f ro m  t h e  e x t r a c t  w i t h  e t h a n o l .

( c )  C a r r i e r  p h o s p h a t e  was a d d e d  t o  t h e  i n i t i a l  NaCl s o l u t i o n  

u s e d  t o  e x t r a c t  t h e  RNA f ro m  t h e  AINLP r e s i d u e .  The RNA 

was t h e n  r e d i s s o l v e d  i n  NaCl s o l u t i o n  a n d " T e p r e c i p i t a t e d

4 t i m e s .

(d )  The RNA, e x t r a c t e d  w i t h  NaCl s o l u t i o n ,  was p r e c i p i t a t e d  

w i t h  e t h a n o l .  T h i s  RNA was t h e n  d i s s o l v e d  i n  a  s m a l l  

vo lum e o f  w a t e r  a n d  r e p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2 

v o lu m e s  o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  a s  d e s c r i b e d  b y  D a v i d s o n ,  

F r a z e r  and  H u t c h i s o n  ( 1 9 5 1 ) .

The s p e c i f i c  a c t i v i t y '  o f  th e  RNA o b t a i n e d  b y  t h e s e  d i f f e r e n t



Figure 11.

Y û i o l e  r a t  l i v e r  h o m o g e n a t e ,  f ro m  4 g .  t i s s u e  was 

i n c u b a t e d  f o r  v a r y i n g  l e n g t h s  o f  t i m e .

The b u f f e r  s y s t e m  u s e d  was p h o s p h a t e  

b u f f e r  pH 7 . 4 ,  and  ATP, DPN, c y to c h r o m e  c ,  a n d  MgClg 

s o l u t i o n s  w e re  a d d e d .

The pH o f  t h e  h o m o g e n a te  was f o u n d  t o  be 

u n c h a n g e d  t h r o u ÿ i o u t  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d s  s t u d i e d .

The RNA f r a c t i o n  was i s o l a t e d  b y  NaCl 

e x t r a c t i o n  a n d  p u r i f i e d  b y  r e p r e c i p i t a t i n g  f r o m  w a t e r  

w i t h  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .
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m e th o d s  was t h e n  d e t e r m i n e d .  Any a c t i v i t y  f o u n d  i n  t h e s e  

f r a c t i o n s  m u s t  t h e r e f o r e  be due t o  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  

i n o r g a n i c  In  t h i s  way,  i t  was  f o u n d  t h a t  t h e  b e s t

m e th o d  o f  r e m o v i n g  t r a c e s  o f  r a d i o a c t i v e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  

f r o m  th e  RNA f r a c t i o n ,  was b y  r e p r e c i p i t a t i n g  t h e  RNA, 

o b t a i n e d  w i t h  NaCl e x t r a c t i o n ,  f ro m  w a t e r  w i t h  g l a c i a l  

a c e t i c  a c i d ;  b u t  e v e n  s o ,  t h e r e  was s t i l l  a n  a p p r e c i a b l e  

am o u n t  o f  a c t i v i t y  d e t e c t e d ,  and  t h e r e f o r e  i n  a l l  l a t e r  

e x p e r i m e n t s  a  c o n t r o l  a t  0  h o u r s  was a l w a y s  c a r r i e d  o u t .

The e f f e c t  o f  t h e  l e n g t h  o f  i n c u b a t i o n  on  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  i n t o  t h e  RNA o f  r a t  w h o le  l i v e r  homo­

g e n a t e s  i s  shown i n  F i g u r e  1 1 .  The h o m o g e n a te  was i n c u b a t e d  

f o r  v a r y i n g  l e n g t h s  o f  t im e  up to  5 h o u r s ,  a n d  t h r o u g h o u t  

t h i s  p e r i o d  t h e  pH o f  t h e  medium r e m a i n e d  a p p r o x i m a t e l y

a t  7 . 4 .  From t h e  g r a p h ,  i t  w o u ld  seem t h a t  t h e  op t im um
32i n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  t h e  h o m o g e n a te  RNA, u n d e r  t h e  

c o n d i t i o n s  u s e d ,  o c c u r s  a f t e r  a b o u t  2  h o u r s  i n c u b a t i o n  a t  

3 7 ^ 0 .  A l i k e l y  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  f a l l  i n  a c t i v i t y  o f  t h e  

RNA f r a c t i o n ,  a f t e r  i t  h a s  r e a c h e d  a maximum l e v e l  o f  

i n c o r p o r a t i o n  i n  2 h o u r s ,  i s  t h a t  t h e  r a t e  o f  b r e a k d o w n  o f  

t h e  RNA b eco m es  much m o re  r a p i d  t h a n  t h e  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  

o f  t h e  i s o t o p e .  I n  v ie w  o f  t h e s e  f i n d i n g s ,  a l l  i n c u b a t i o n s  

t h e r e a f t e r  w e re  c a r r i e d  o u t  f o r  2 h o u r s  a t  3 7 ^ 6 .

A p r e l i m i n a r y  s e p a r a t i o n  o f  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te
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i n t o  w h o le  c y t o p l a s m  a n d  n u c l e i  w as  c a r r i e d  o u t  a n d  t h e s e  

two c e l l u l a r  f r a c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  i n o r g a n i c  

I t  was f o u n d  t h a t  b o t h  w h o le  c y t o p l a s m  a n d  n u c l e i  w ere  

c a p a b l e  o f  i n c o r p o r a t i n g  i n t o  t h e i r  RNA f r a c t i o n s  

i n d e p e n d e n t l y  ( E x p e r i m e n t  No. 5 ,  T a b l e  1 2 ) .  The u p t a k e  o f  

i n t o  t h e  RNA o f  w h o le  cy top lasm ^,  f r o m  4 g .  o f  l i v e r ,  

was n o t i c e a b l y  h i g h e r  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  i n  t h e  RNA o f  

v /hole  l i v e r  h o m o g e n a t e ,  f r o m  t h e  same am oun t  o f  t i s s u e .   ̂ On 

t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  i n t o  t h e  RNA o f  

i s o l a t e d  n u c l e i ,  f r o m  4 g .  o f  t i s s u e ,  was much l o w e r  t h a n  

t h a t  o b s e r v e d  w i t h  e i t h e r  w h o le  l i v e r  h o m o g e n a te  o r  w h o le  

c y t o p l a s m .

I n  E x p e r i m e n t  No. 6 , T a b le  1 2 ,  a c o m p a r i s o n  i s  

made b e t w e e n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  i s o t o p e  o b s e r v e d  when 

p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 . 4  a n d  g l y c i n e  b u f f e r  pH 7 . 4  w ere  

u s e d  i n  t h e  i n c u b a t i o n  medium. A l t h o u g h  h i g h e r  i n c o r p o r a t i o n  

was o b s e r v e d  when p h o s p h a t e  b u f f e r  was u s e d ,  i t  was f o u n d  

t h a t  much l e s s  c o n t a m i n a t i n g  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  was 

p r e s e n t  i n  t h e  RNA p r e p a r a t i o n s ,  when g l y c i n e  b u f f e r  was 

u s e d .  I t  w a s ,  t h e r e f o r e ,  d e c i d e d  t o  u s e  g l y c i n e  b u f f e r  

i n  a l l  f u t u r e  w o rk .

The e f f e c t  o f  v a r i o u s  s u b s t r a t e s ,  i n  t h e  p r e s e n c e  

a n d  a b s e n c e  o f  DPN, was s t u d i e d  i n  E x p e r i m e n t  No. 7 ,  T a b le  

1 2 ,  I t  was  o b s e r v e d  t h a t  t h e  g r e a t e s t  i n c o r p o r a t i o n  o c c u r r e d



Figure 12.

R at  l i v e r  s h o l e  c y t o p l a s m ,  f r o m  4 g .  t i s s u e ,  was i n ­

c u b a t e d  w i t h  g l u c o s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP, DPN, 

c y t o c h r o m e  c , MgClg, NagHPO^, s o d iu m  mal a t e  an d  g l y c i n e  

b u f f e r  f o r  2  h o u r s  a t  3 7 ^ 0 .

The RNA f r a c t i o n  was i s o l a t e d  b y  NaCl 

e x t r a c t i o n  an d  p u r i f i e d  b y  r e p r e c i p i t a t i n g  f r o m  w a t e r  

w i t h  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .
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wjiem s o d iu m  ma l a t e  v/as u s e d ,  w i t h  op. w i t h o u t  DPN. The 

u p t a k e  o f  i n t o  t h e  RNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u c c i n a t e  

was e n h a n c e d  h y  t h e  a d d i t i o n  o f  DPN, w h i l e  i t  was i n h i b i t e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p y r u v a t e  on  t h e  a d d i t i o n  o f  DPN. The 

i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  was h o t  a f f e c t e d  b y  DPN when 

fu m a r a t e  o r  m a l a t e  was p r e s e n t .  I t  w a s ,  t h e r e f o r e ,  

d e c i d e d  t h a t  i n  f u t u r e  e x p e r i m e n t s  m a l a t e  b e  u s e d  a s  

s u b s t r a t e ,  w i t h  a d d e d  DPN.

I n c u b a t i o n  o f  w h o le  c y t o p l a s m  a n d  i s o l a t e d  

c e l l u l a r  f r a c t i o n s  w i t h  r a d i o a c t i v e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  

( E x p e r i m e n t  No. 8 , T a b l e  12) gave  r i s e  t o  i n c o r p o r a t i o n  o f  

32P i n t o  t h e  RNA f r a c t i o n s  o f  w ho le  c y t o p l a s m ^  n u c l e i  an d  

m i t o c h o n d r i a .  When i s o l a t e d  m ic r o s o m e s  w e re  i n c u b a t e d  w i t h  

52p l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  no u p t a k e  o f  t h e  i s o t o p e  

i n t o  t h e  m i c r o s o m a l  RNA f r a c t i o n  was o b s e r v e d .  C e l l  s a p ,  

on i n c u b a t i o n  w i t h  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s ,  a p p e a r e d  t o  

show a l o s s  i n  a c t i v i t y  o f  t h e  RNA f r a c t i o n .  The h i g h  

a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e a r  a n d  c e l l  s a p  RNA f r a c t i o n s ,  o b s e r v e d  

a t  0  h o u r s  i n c u b a t i o n ,  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t r a c e s  o f  r a d i o ­

a c t i v e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  s t i l l  r e m a i n i n g  a f t e r  r i g o r o u s  

p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  i s o l a t e d  RNA.

F i g u r e  12 shows t h e  e f f e c t  on t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

o f  t h e  RNA when w h o le  c y t o p l a s m  was i n c u b a t e d  w i t h  

i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e .  The l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s
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o f  g l u c o s e ,  up  t o  50 jng . / lOO  m l .  h a v e  a  m a rk e d  I n h i b i t o r y  

e f f e c t  on  t h e  u p t a k e  o f  i n t o  t h e  c y t o p l a s m i c  R M .  The 

maximum i n h i b i t i o n  (40-50%) was o b t a i n e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  10 mg. g l u c o s e / l O O  m l .  G lu c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5 a n d  

50 mg. /  ' 100 m l .  g av e  r i s e -  t o  a p p r o i ^ i n m t e l y  40% i n h i b i t i o n .  

The h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c o s e  u s e d ,  n a m e ly  1 0 0  m g . /  

lOO m l .  a p p e a r e d  to  show a v e r y  s l i g h t  i n c r e a s e  ( 6 %) i n  t h e  

a c t i v i t y  o f  t h e  RNA f r a c t i o n ,  a s  c o m p a re d  w i t h  t h a t  o f  t h e  

c o n t r o l ,

T h ro u g h o u t  t h e s e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  t h e

m a in  d i f f i c u l t y  e n c o u n t e r e d  was t h e  r e m o v a l ,  f r o m  t h e

i s o l a t e d  p h o s p h o r u s  co m p o u n d s ,  o f  a l l  t r a c e s  o f  r a d i o a c t i v e

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  A l t h o u g h  i t  was e s s e n t i a l -  t o  h a v e

s u f f i c i e n t  P p r e s e n t  t o  g i v e  m e a s u r a b l e  l a b e l l i n g  o f  t h e

p h o s p h o r u s  f r a c t i o n ,  s u c h  an  i s o t o p e  c o n c e n t r a t i o n  g a v e  r i s e

t o  a d s o r p t i o n  e f f e c t s  an d  r e s u l t s  w h ic h  w e r e  d i f f i c u l t  t o

i n t e r p r e t .  T h e r e  w e r e  a l s o  i n d i c a t i o n s  t h a t  i n o r g a n i c

p h o s p h a t e  d i d  n o t  a c t  a s  an  im m e d ia te  s o u r c e  o f  p h o s p h o r u s

f o r  RNA s y n t h e s i s .  I n  v ie w  o f  t h i s ,  i t  was d e c i d e d  t o
32i n v e s t i g a t e  t h e  t r a n s f e r  o f  P f r o m  r a d i o a c t i v e  c e l l u l a r  

f r a c t i o n s  t o  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  on i n c u b a t i o n .  

T h i s  w o u ld  e l i m i n a t e  t h e  n e c e s s i t y  o f  s y n t h e s i s i n g  ^^P 

l a b e l l e d  p r e c u r s o r s , i n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e i r  e f f e c t  on  RNA 

s y n t h e s i s .  At t h e  same t in ^ e , b y  i n v e s t i g a t i n g  t h e  t r a n s f e r
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o f  p h o s p h o r u s  f rom  one c e l  l u l a r  f r a c t i o n  t o  a n o t h e r ,  i t  

w o u ld  be p o s s i b l e  t o  t e s t  t h e  h y p o t h e s i s  o f  J e e n e r  a n d  

S z a f a r a  ( 1 9 5 0 ) ,  t h a t  t h e  n u c l e u s  s y n t h e s i s e s  RNA, w h ic h  

t h e n  p a s s e s  o u t  i n t o  t h e  c y t o p l a s m ,  f o r  i n c l u s i o n  i n t o  t h e  

c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s *

I I . The S t u d y  o f  t h e  T r a n s f e r  o f  R a d i o a c t i v e  P h o s p h o r u s  f ro m  

Rad i o a c t i v e  C e l l u l a r  F r a c t i o n  o r  F r a c t i c n s  t o  N o n - r a d i o ­

a c t i v e  Ce l l u l a r  F r a c t i o n  o r  F r a c t i o n s .

T a b l e  15 shows t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  when r a d i o a c t i v e  n u c l e i  

f r o m  r a t  l i v e r  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  w h o le  

c y t o p l a s m  f r o m  a n o t h e r  r a t  l i v e r .  The a c t i v i t i e s  o f  a l l  

t h e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  o f  t h e  r a d i o a c t i v e  n u c l e i ,  w i t h  

fehe e x c e p t i o n  o f  l i p i d  P ,  w ere  o b s e r v e d  t o  f a l l  a f t e r  2 

h o u r s  i n c u b a t i o n  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  w h o le  c y t o p l a s m ;  i n  

t h e  w h o le  c y t o p l a s m  o n l y  th e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  i n o r g a n i c  P ,  

a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  f  a n d  l i p i d - P  w e re  f o u n d  t o  r i s e ,  w h i l e  

no c h a n g e  i n  a c t i v i t y  o f  t h e  w h o le  c y t o p l a s m i c  RNA f r a c t i o n  

was  o b s e r v e d *

A ls o  shown i n  T a b l e  1 5 ,  a r e  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  

when n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  o f  r a t  l i v e r  w e re  i n c u b a t e d  

w i t h  r a d i o a c t i v e  w h o le  c y t o p l a s m .  W i th  t h e  e x c e p t i o n  o f  

i n o r g a n i c  P ,  a l l  o f  t h e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  o f  r a d i o a c t i v e  

w ho le  c y t o p l a s m  show ed  a f a l l  i n  a c t i v i t y  a f t e r  2 h o u r s
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i n c u b a t i o n  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i .  At t h e  same t i m e  

t h e r e  was a f a l l  i n  a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e a r  i n o r g a n i c  P ,  

a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  P and  l i p i d - P  f r a c t i o n s ,  b u t  t h e  

n u c l e a r  RNA-P a n d  DNA-P f r a c t i o n s  shov/ed a m a rk e d  i n c r e a s e  

i n  a c t i v i t y .

T a b l e s  14 an d  15 S'how t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  when 

s i m i l a r  t e c h n i q u e s  w e re  a p p l i e d  t o  r a t  s p l e e n  a n d  r a b b i t  

i n t e s t i n a l  m u c o sa  h o m o g e n a t e s . On i n c u b a t i n g  n o n - r a d i o ­

a c t i v e  n u c l e i  o f  r a t  l i v e r  o r  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  w i t h  

r a d i o a c t i v e  v\rhole c y t o p l a s m  o f  c o r r e s p o n d i n g  t i s s u e s  f o r  

2 h o u r s ,  t h e r e  was an  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  RNA-P 

a n d  DNA-P f r a c t i o n s  o f  t h e  n u c l e i , a s  w as  f o u n d  w i t h  r a t  

l i v e r .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  w h i l e  no i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  was 

n o t e d  i n  t h e  RNA-P o f  n o n - r a d i o a c t i v e  r a t  l i v e r  c y t o p l a s m  

a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  r a d i o a c t i v e  n u c l e i  f r o m  r a t  l i v e r ,  th e  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  RNA-P f r a c t i o n s  o f  b o t h  n o n - r a d i o a c t i v e  

r a t  s p l e e n  an d  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  w e r e  f o u n d  to  i n c r e a s e  

on  i n c u b a t i o n  w i t h  r a d i o a c t i v e  n u c l e i .

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  

w i t h  r a d i o a c t i v e  n u c l e i  a n d  n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m  o f  r a t  

s p l e e n  an d  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  w ere  d u e  t o  a c t u a l  t r a n s f e r  

o f  ^^P f ro m  t h e  r a d i o a c t i v e  n u c l e i  t o  t h e  RNA o f  t h e  c y t o p l a s m ,  

o r  t o  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  w i t h  n u c l e a r  m a t e r i a l ,  

t h e  c y t o p l a s m i c  RNA was h y d r o l y s e d  t o  i t s  c o n s t i t u e n t  b a s e s



Table 16.

The m o l a r  r a t i o s  o f  t h e  b a s e s  p r e s e n t  i n  t h e  A^S s o l u t i o n s  
o b t a i n e d  f r o m  n o n - r a d i o a c t i v e  r a t  s p l e e n  a n d  r a b b i t  
i n t e s t i n a l  m u c o sa  c y t o p l a s m  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  r a d i o ­
a c t i v e  n u c l e i .

M o la r  R a t i o  o f  B a s e s  R e l a t i v e  t o  A d e n in e  V a lu e  o f  1 0 . 0

R a t  S p l e e n  \¥hole  C y t o p l a s m

G u a n in e

A d e n in e

C y t o s i n e

U r a c i l

Thymine

0  h r .

1 9 . 0

10.0 

5 . 7 8  

8 . 6 8

2 h r ,

4 . 0 7

10.0

8 . 9 2

4 . 3 5

7 . 4 8

R a b b i t  I n t e s t i n a l  Mucosa 
Whole C y t o p l a s m .

G u a n in e

A d e n in e

C y to s  i n e

U r a c i l

Thymine

1 6 .9 5

1 0 . 0

8 . 5 3

7 . 9 3

1 7 . 6 0

1 0 . 0

1 5 . 4 3

9 . 8 8
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a n d  t h e s e  s e p a r a t e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .

The m o l a r  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  b a s e s ,  r e l a t i v e  t o  

a d e n i n e  a s  1 0 , o b t a i n e d  f o r  r a t  s p l e e n  a n d  r a b b i t  i n t e s t i n a l  

m ucosa  c y t o p l a s m i c  HNA b e f o r e  a n d  a f t e r  . i n c u b a t i o n  w i t h  

n u c l e i ,  a r e  shown i n  T a b le  1 6 .  The r e s u l t s  show t h a t  t h e  

RNA o b t a i n e d  f ro m  r a t  s p l e e n  w h o le  c y t o p l a s m ,  a f t e r  

i n c u b a t i o n  w i t h  n u c l e i ,  c o n t a i n e d  a p p r e c i a b l e  am o u n ts  o f  

t h y m i n e .  The o n l y  p o s s i b l e  s o u r c e  o f  t h y m i n e  was n u c l e a r  

DNA w h ic h  m u s t  h a v e  b e e n  b r o k e n  down b y  a u t o l y s i s  d u r i n g  

i n c u b a t i o n .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  d e t e c t e d  

i n  t h e  RNA-P o f  n o n - r a d i o a c t i v e  r a t  s p l e e n  c y t o p l a s m ,  a f t e r  

i n c u b a t i o n  v / i t h  r a d i o a c t i v e  r a t  s p l e e n  n u c l e i ,  c a n  a t  l e a s t  

i n  p a r t  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  h y d r o l y s i s  p r o d u c t s  

o f  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  c h r o m a t o g r a p h i c  

a n a l y s i s  o f  t h e  b a s e s  p r e s e n t  i n  t h e  RNA i s o l a t e d  f r o m  

i n t e s t i n a l  m u cosa  c y t o p l a s m ,  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  n u c l e i ,  

showed no  e v i d e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h y m i n e ,  a l t h o u g h  

t h e r e  was a  c o n s i d e r a b l e  c h a n g e  i n  t h e  m o l a r  r a t i o s  o f  

c y t o s i n e  a n d  u r a c i l  a s  c o m p a re d  w i t h  t h o s e  f o u n d  b e f o r e  

i n c u b a t i o n .  , T h e r e f o r e ,  t h e  a c t i v i t y  d e t e c t e d  i n  t h e  RNA-P o f  

n o n - r a d i o a c t i v e  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  c y t o p l a s m ,  a f t e r  

i n c u b a t i o n  w i t h  r a d i o a c t i v e  i n t e s t i n a l  m u cosa  n u c l e i ,  was i n  

a l l  p r o b a b i l i t y  d ue  t o  t h e  t r a n s f e r  o f  P f r o m  t h e  n u c l e u s  

i n t o  t h e  RNA o f  t h e  c y t o p l a s m .



î>
A

0  
I—I
R

m  m
Clî A

A  R 
RA

O

W
ü

0  R  
A  0  
O 0  R *H
P  A

•Ü 0  
0  B

A  cd 
A  0  
0R 0  

0  A
O oR <A
A03tO A

bO
R.*

•H

a
Ü 
R  
R

O 
0̂ o

R  A  o  
0  A  A  A 0 ^

•9 •Cd R 
A  A  
R ^  
R

0
R
cd
R

A

0  O 
^  A

Cd 
R  0  O O 

ü
^  R

A  
(H çd 
o  R 

A 
A  A  Ü 0  
0 0 

At A  
A  R 
0  A

0  A  
^  A  A ^  

,Q

R

A
O

to
I
o
A

M

Al
O

R
O

ÿ
A

3

lO O  CM
• LO 00

R 1—i lO CD 1
g
0 V  O  î>

0 Cu 03 A  A
A 1—1
O

jR o * LO lO LO
g A R lO lO 03

A h ) 4 :1 A  tO A  1
R O
0 O 05 î>  tO
0 A  1—1
0
R
A O  O  CD 03

• LO tO O  0-
R 02 03 V* 02

O rR f\ *\
M A A  O  CD

0 03 (—1 A
A
Ü
R • O  IR LO EO

R 05 V  R) A
O  O  LO CD

•\ *V
O CD CD

LO O  O
• I>  O  î>

R O  03 O  1
g ■ «V .*v
0 tO ï>  CO

0 Cd (72 A
A A

A O P
R O • O  LO o
0 g A R CD î>  CM I
0 f ! LO O  V
0 O
R O CO î>  c\3
p - A  A

. O  LO O  CD
q R C- CD tO 03
M rR CD CO 05 oû

A ■> *v
O 0 03 00 05 LO

A
ü
R * lO LO LO V

R (73 03 CD A
Rl (73 tO LO CD

O î>  CD

A

Ü
A
R
cdbD
R

O

0
A  A

ü  ’p  
•H A  
R O 
cd GQ
bO A  A  
R ^  I I I
O A  <d <iî 
R  ü  ^  ^  A <q A A

A
I
O
A

O
M

A
0

• g
•H
A'
A

1

O  LO V
05 to  LO
05 V  03 

CO lO  V

o  o  CO LO 
07 to  o A  
o A  CD to

O LO

A

Ü
■H
R
cd
bO
R

O

0
P A

O
Ü R

•H A
R O
cd (D
bO P
R -d 1
o A  <d
R O S

H  <tî pq

0
Ü

O  LO O •H R
CO to  (73 0 0
CD (M (73 I r—| 0 0

■\ .V *\ Ü 0 R
V O  CD R • R •H

A R bO P  O
M

•d  CD 0 1—1
LO O  O  to 0 R bO
tO CD CO tO A B  A
05 V  (73 05 A O d

0 R R R
D- LO to O  <R A cd

cd
A B  d 0
R 0 0 A

LO O  CD to R cd A Cd
LO (73 (7) V A cd A
A  O  00 to 0 P O Cd

A •% rR O R B
05 00 A A Ü

t>5 R S
«A ü •H R

O  LO V o A
V  05 î>* 1 0 0 d
00 O  A p  A d o

•k »1 *\ R o 0
CD LO V rR

0 0 •k
•d A V
R d Cd o

O  O  CD B 0 R p
LO (73 V* I A 0 ÎR
O  LO O 0 1—1 QO (72

■k cd 0 O cd
CD (75 CD o a  ^

cd 0
0 A  R

LO O  O  O A (73
to  V  (73 O Cd 0 = A
00 O  O  Î7- R R 0  o

•» #\ «\ 0 A A bO
CD CD to bO A m

0

0

^ | 2 Î
O P
O

0
A
A

Ü

0 
R  
0 
0
'H 0  

0  A  ^  A  
O EH t>5 
a  • Ü 
B  W  
Q
ü  CD

0

ê

S
O

♦ ♦v •
© A  R 
R  A  0  
0  ^  A 
0  A 

R A  A  R  
A  A  O 43



—8 8 —

The e f f e c t  o f  c y a n i d e  on t h e  t r a n s f e r  o f  f r o m  

r a d i o a c t i v e  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  c y t o p l a s m  t o  n o n -  

r a d i o a c t i v e  n u c l e i  i s  shown i n  T a b le  1 7 .  N e i t h e r  1 0 “ "^noh 

1 0 “^ M - c y a n id e  was f o u n d  t o  i n h i b i t  t h e  t r a n s f e r  o f  ^^P f r o m  

t h e  r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m  t o  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  o f  

r a b b i t  i n t e s t i n a l  m u c o s a ,  a n d  t h e s e  r e s u l t s  show t h a t  t h e  

p r o c e s s  i s  n o t  d e p e n d e n t  on o x i d a t i v e  m e c h a n i s m s ,  p a r t i c u l a r l y  

t h o s e  i n v o l v i n g  t h e  c y to c h r o m e  s y s t e m ,  w h i c h  i s  e x t r e m e l y  

s e n s i t i v e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  c y a n i d e .

Shown i n  T a b l e  18 a r e  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  

t r a n s f e r  o f  ^^P f ro m  v a r i o u s  r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n s  t o  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i , i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  

a b s e n c e  o f  o t h e r  n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  L i v e r  

was u s e d  f o r  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  s i n c e  i t  i s  t h e  t i s s u e  w h ic h  

i s  m o s t  r e a d i l y  d i f f e r e n t i a t e d  i n t o  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s ,  

an d  r a b b i t s  w e r e  u s e d  a s  c o n v e n i e n t  s o u r c e s  o f  l a r g e  am oun ts  

o f  m a t e r i a l .  I n  o r d e r  t o  com pare  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f ro m  

d i f f e r e n t  m i x t u r e s  o f  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s ,  i t  was d e s i r a b l e  

t o  h a v e  a  common f a c t o r .  The f a c t o r  d e c i d e d  upon  was t h a t  t h e  

i n c r e m e n t  i n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  DNA-P a f t e r  2 h o u r s  i n ­

c u b a t i o n  w o u ld  be  t a k e n  a s  1 0 0 . The c h a n g e  i n  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  a l l  o t h e r  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s ,  w a s , t h e r e f o r e , 

c a l c u l a t e d  r e l a t i v e  t o  a n  i n c r e a s e  i n  DNA-P s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  100 on i n c u b a t i o n  ( R e l a t i v e A • S . A , ) .



The ’’c o m p o s i t e ’* h o m o g e n a te s  w ere  made up o f  t h e  n u c l e i  

f r o m  9 g .  t i s s u e  an d  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  o r  

f r a c t i o n s  f ro m  6  g .  t i s s u e .  The ’’c o m p o s i t e "  h o m o g e n a te  

v/as i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP, c y t  c ,  DPN, MgClg^ 

NagHPO^, s o d iu m  m a l a t e  a n d  g l y c i n e  b u f f e r .

R e l a t i v e A  S .A .  -  t h i s  e x p r e s s i o n  was d e r i v e d  b y  

c a l c u l a t i n g  t h e  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

( c o u n t s / m i n . / l O O  p g . P ) ( S . A . )  o f  t h e  p h o s p h o r u s -  

c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  a t  0  h o u r s  a n d  2  h o u r s ,  r e l a t i v e  t o  

a d i f f e r e n c e  b e t w e e n  th e  S .A .  o f  DNA-P, a t  t h e s e  t i m e s ,  

o f  1 0 0 .



Table 18•

S 2 .The t r a n s f e r  o f  i n t o  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  o f  r a b b i t  
l i v e r  f r o m  r a d i o a c t i v e  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  o f  t h e  same t i s s u e .

( a )  N o n - r a d i o a c t i v e  N u c l e i  a n d  R a d i o a c t i v e  C e l l  Sap

Q o u n t s / m i n  ./lQOp.g .P  o f  
n u c l e a r  m a t e r i a l $

0  h r . 2  h r . R e l a t i v e  A S .A .  x

I n o r g a n i c  P 4 , 9 3 0 6 , 7 0 0 + 2 , 9 0 0
A c id  S o l u b l e

O r g a n i c  P 1 0 ,9 7 5 1 4 ,0 8 5 + 5 , 1 0 0
L i p i d  ? 77 3 , 1 4 0 + 5 , 0 3 0
RNA-P 109 1 , 4 6 8 + 2 , 2 3 0
DNA-P 16 77 + 1 0 0

( b )  Non- r a d i o a c t  i v e N u c l e i  and N o n - r a d i o a c t i v e
C y t o p l a s m i c  P a r t i c l e s  an d  R a d i o a c t i v e  C e l l

I n o r g a n i c  P 6 ,1 6 5 5 , 0 6 0 -  794
A c id  S o l u b l e

O r g a n i c  P 1 4 , 8 0 0 9 , 3 1 0 " 3 , 7 3 0
L i p i d  P 208 4 , 2 9 0 + 2 , 7 8 0
RNÂ-P 106 2 , 6 4 1 + 1 ,7 2 5
DNA-P 1 2 159 + 1 0 0

( c ) Non- r a d i o a c t i v e N u c l e i  and R a d i o a c t i v e
C y t o p l a s m i c  P a r t i c l e s .

I n o r g a n i c  P 1 , 8 3 3 1 ,7 2 1 - 9 9
A c id  S o l u b l e

O r g a n i c  P 6 , 2 7 5 4 , 0 4 0 ^ 1 , 9 7 5
L i p i d  P 373 1 , 6 9 5 + 1 , 1 7 0
RNA-P 243 501 + 227
DNA-P 15 128 + 1 0 0

(d )  Non- r a d i o a c t i v e N u c l e i  an d N o n - r a d i o a c t i v e
C e l l  Sap a n d  R a d i o a c t i v e  C y t o p l a s m i c  P a r t i

I n o r g a n i c  P 2 , 4 6 0 1 , 1 4 9 " 7 2 8
A c id  S o l u b l e

O r g a n i c  P 1 , 2 2 3 1 , 0 9 8 - 7 0
L i p i d  P 107 760 + 353
BNA-P 46 184 t  77
DNA-P 82 262 + 1 0 0
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From t h e  r e s u l t s ,  shown i n  T a b l e  1 8 ,  i t  w o u ld  

a p p e a r  t h a t  when  n o n - r a d i o a c t i v e  r a b b i t  l i v e r  n u c l e i  a r e  

i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o a c t i v e  r a b b i t  l i v e r  c e l l  s a p  t h e r e  i s  

a  c o n s i d e r a b l e  t r a n s f e r  o f  32p t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  

n u c l e u s .  H o w e v e r ,  when n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  

p a r t i c l e s  a r e  a l s o  i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p ,  t h e r e  i s  a  

c o n s i d e r a b l e  r e d u c t i o n  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  32p f r o m  t h e  

r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p t o  t h e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s  o f  t h e  

n u c l e u s .  The e f f e c t  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  i s  

p o s s i b l y  due  b i t h e r  t o  a  d i l u t i o n  o f  t h e  l e v e l  o f  32p o f  

t h e  r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m ,  o r  t o  t h e  t r a n s f e r  o f  32p f r o m  

t h e  r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m t o  t h e  n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  

p a r t i c l e s  a s  w e l l  a s  t o  t h e  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i .

When r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  a r e  

i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i ,  t h e r e  i s  v e r y  l i t t l e  

t r a n s f e r  o f  32p t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  n u c l e u s .  The 

a d d i t i o n  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p  t o  a n  i n c u b a t i o n  

m i x t u r e  , c o n t a i n i n g  r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  a n d  

n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i ,  r e d u c e s  t h e  am oun t  o f  ^^P t r a n s f e r r e d  

t o  t h e  RNA-P o f  t h e  n u c l e u s ,  w i t h o u t  d e c r e a s i n g  t h e  t r a n s f e r  

o f  ^2p  i n t o  t h e  DNA-P o f  t h e  n u c l e u s .

T h e s e  r e s u l t s  v /ou ld  s u g g e s t  t h a t  t h e  c e l l  s a p  

p r o v i d e s  a s o u r c e  o f  p h o s p h o r u s  f o r  t r a n s f e r  i n t o  t h e



Table 19.

The e f f e c t  o f  d i a l y s i s  on  t h e  t r a n s f e r  o f  f r o m  r a d i o ­
a c t i v e  c e l l  s a p  i n t o  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  o f  r a b b i t  l i v e r .

S p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  N u c l e a r  C om ponen ts  A  8 .A .
T c o u n t s / m i n . / lO O  p g .  F )

( a ) Whole C e l l  Sap
0  h r .  2  h r .

I n o r g a n i c  P 2 , 4 1 0  3 , 9 1 5  + 1 , 5 0 5
A c id  S o l u b l e  O r g a n i c  P .9,165 10 ,420 .  + 1 , 2 6 5
RNA-P 6 8  1 , 6 0 5  + 1 , 5 3 7
DNA-P 29 103 + 74

( b ) D i a l y s e d  C e l l  Sap

I n o r g a n i c  P 3 , 5 0 0  2 , 6 4 0  -  860
A c id  S o l u b l e  O r g a n i c  P lO^QOO 7 , 1 4 0  - 3 , 7 6 0
RNA-P 70 1 , 0 3 8  + 9 6 8
DNA-P 9 98 + 89

( c ) D i a l y s a t e

I n o r g a n i c  P 2 , 6 0 5  1 , 4 2 0  - 1 , 1 8 5
A c id  S o l u b l e  O r g a n i c  P 3 , 8 6 0  3 , 0 1 0  - 8 5 0
RNA-P 13 • 95 + 8 2
DNA-P 5 60 + 5 5

( d ) D i a l y s e d  C e l l  Sap an d  D i a l y s a t e

I n o r g a n i c  P 2 , 9 4 5  2 , 2 1 3  -  732
A c id  S o l u b l e  O r g a n i c  P 1 1 , 1 2 5  8 , 7 3 0  - 2 , 3 9 5
RNA-P 49 1 , 1 7 4  + 1 , 1 2 5
DNA-P 21 46 + 25

A  s .A. i s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  b e t w e e n  
0  a n d  2  h r .  v a l u e s .

The " c o m p o s i te '*  h o m o g e n a te  was made up  o f  t h e  n o n - r a d i o a c t i v e  
n u c l e i  f r o m  9 g . t i s s u e  a n d  t h e  r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p  ( o r  
d i a l y s e d  c e l l  s a p  a n d / o r  d i a l y s a t e )  f r o m  6  g .  t i s s u e .  The 
" c o m p o s i t e "  h o m o g e n a te  was i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
ATP, c y t  c ,  DPN, Na^HPO^ , so d iu m  m a l a t e  a n d  g l y c i n e  b u f f e r .



Figure  13.

The Effect of Dialysis on the Transfer 
of ^^Pfrom Radioactive Cell Sap to 
Non-radloactive Nuclei of Rabbit
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n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  n u c l e u s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  RNA.

The e f f e c t  o f  d i a l y s i s  o f  r a d i o a c t i v e  r a b b i t  l i v e r  

c e l l  s a p ,  on  t h e  t r a n s f e r  o f  t o  n o n - r a d i o a c t i v e  r a b b i t  

l i v e r  n u c l e i ,  i s  shown i n  T a b l e  19 and  F i g u r e  1 3 .  When 

d i a l y s e d  r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p  was i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  

n u c l e i ,  t h e r e  was a r e d u c t i o n  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  i n t o  

t h e  RNA-P o f  t h e  h u c l e u s ,  a s  c o m p a re d  w i t h  w h o le  r a d i o a c t i v e  

c e l l  s a p .  At t h e  same t i m e ,  t r a n s f e r  o f  ^^P f r o m  d i a l y s e d

c e l l  s a p  i n t o  t h e  DNA-P o f  t h e  n u c l e u s  w o u ld  a p p e a r  t o  h a v e

b e e n  s l i g h t l y  e n h a n c e d ,  c o m p a re d  w i t h  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  

w h o le  c e l l  s a p .

When t h e  d i a l y s a t e  f r o m  r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p  a l o n e  

was i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i ,  t h e r e  was v e r y  

l i t t l e  t r a n s f e r  o f  ^^P i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA. At t h e  same 

t i m e , the re ,w m s '  an  d e c r e a s e  i n  th e  a c t i v i t y  o f  t h e  DNA-^P 

f r a c t i o n  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  m hole  c e l l  s a p .

H o w ev er ,  when d i a l y s e d  c e l l  s a p  a n d  d i a l y s a t e  w e re
32b o t h  p r e s e n t ,  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  P i n t o  t h e  

n u c l e a r  RNA was o b s e r v e d ,  a l t h o u g h  th e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  

i n t o  t h e  DNA-P a p p e a r e d  t o  f a l l  o f f .

I t  w o u ld  a p p e a r  f ro m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  b o t h  t h e  

n o n - d i a l y s a b l e  m a t e r i a l ,  a n d  d i a l y s a b l e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  c e l l  

s a p  a r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  f ro m  t h e  

c e l l  s a p  i n t o  t h e  RNA o f  t h e  n u c l e u s .  H o w ev e r ,  i t  i s



Table 20»

I n c o r p o r a t i o n  o f  d e r i v e d  f ro m  T o t a l  a c i d  s o l u b l e  P o r  
I n o r g a n i c  P i n t o  n o n - r a d i o a c t i v e  r a b b i t  l i v e r  n u c l e i  i n  
t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p .

( C o u n t s / m i n . / p g . P ) .

( a )  R a d i o a c t i v e  A c id  S o l u b l e  P h o s p h o r u s

I n  a b s e n c e  o f  C e l l  8 a p *  I n  p r e s e n c e  o f  C e l l  S ap s

0  h r . 2  h r . a s . A . 0  h r . 2  h r . As.A.

I n o r g a n i c  P 
A c i d  S o l u b l e

1 2 , 2 5 0 8 , 3 5 0 - 3 , 9 0 0 1 ,2 2 6 550 -6 7 6

O r g a n i c  P 10 ' ,926 7 , 1 0 5 - 3 , 8 2 0 2 ,3 7 0 1 , 2 9 5 - 1 , 0 7 5
LP 6 34 + 28 217 9 -2 0 8
RNA-P 1 1 30 + 19 0 62 -V62
DNA-P 0 4 ^ 4  

f b )  R a d i o a c t i v e  I n o r g a n i c  P
51 607 +  546

I n o r g a n i c  P 
A c id  S o l u b l e

2 , 6 9 5 667 - 2 , 0 2 8 4 , 2 8 0 2 , 4 0 5 - 1 , 8 7 5

O r g a n i c  P 3 , 1 5 5 2 ,5 2 0 -6 3 5 3 , 8 4 0 3 , 4 4 5 -3 9 5
LP 0 8 + . 8 108 8 - 1 0 0
RNA-P 23 55 + 32 0 73 + 7 3
DNA-P 16 23 + 7 0 138 +138

K  I n  t h e  a b s e n c e  o f  a d d e d  c e l l  s a p ,  t h e  t o t a l  a c i d  s o l u b l e  
P an d  i n o r g a n i c  P a d d e d  t o  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  was 
d e r i v e d  f r o m  c e l l  s a p  f ro m  6  g .  r a b b i t  l i v e r .

In  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d e d  c e l l  s a p ,  t h e  t o t a l  a c i d  s o l u b l e  P 
a d d e d  was d e r i v e d  f r o m  c e l l  s a p  f ro m  1 . 2  g . t i s s u e ,  w h i l e  t h e  
i n o r g a n i c  P was- d e r i v e d  f r o m  1 2  g .  t i s s u e .

The am o u n ts  o f  r a d i o a c t i v e  P a d d e d  was c a l c u l a t e d  so  t h a t  
t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  P i n  t h e  " c o m p o s i t e ” h o m o g e n a te  
was s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  i n  w h o le  t i s s u e .

The " c o m p o s i t e "  h o m o g e n a te s  c o n s i s t e d  o f  t h e  n o n - r a d i o a c t i v e  
n u c l e i  f r o m  9 g .  t i s s u e ,  a n d  w h ere  n o n - r a d i o , a c t i v e  c e l l  s a p  
was a d d e d ,  i t  was d e r i v e d  f ro m  6  g .  t i s s u e .  The " c o m p o s i t e "  
h o m o g e n a te  was i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP, c y t  c , DPN, 
MgClg, s o d iu m  m a l a t e  a n d  g l y c i n e  b u f f e r .



Rigure 14.
The Incorporation of -̂ P̂, Derived from 
Acid Soluble P and Inorganic P, into  
Non-radioactive Nuclei in the Presence 
and Absence of Non-radioactive Cell
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d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  t r a n s f e r

o f  p h o s p h o r u s  f r o m  t h e  c e l l  s a p  t o  t h e  n u c l e a r  DNA-P. The
32d i a l y s e d  c e l l  s a p  w o u ld  a p p e a r  t o  b e  a b l e  t o  t r a n s f e r  P much 

more r e a d i l y  t o  t h e  DNA f r a c t i o n  t h a n  d o e s  t h e  w h o le  c e l l  s a p  

o r  d i a l y s e d  c e l l  s a p  an d  d i a l y s a t e .  The d i a l y s a t e  a l o n e  

a p p a r e n t l y  i s  more  c a p a b l e  o f  t r a n s f e r r i n g  p h o s p h o r u s  t o  t h e  

DNA-P t h a n  i s  t h e  r e c o n s t i t u t e d  c e l l  s a p .  I t  s e e m s ,  t h e r e f o r e , 

t h a t  t h e  p u r i t y  o f  t h e  DNA-P f r a c t i o n s  m u s t  b e  q u e s t i o n e d .

T a b l e  2 0  a n d  F i g u r e  14 show t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  

when t h e  r a d i o a c t i v e  a c i d  s o l u b l e  p h o s p h o r u s  c o m p o n e n ts  o f  

r a b b i t  l i v e r  c e l l  s a p  w e re  i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  r a b b i t  

l i v e r  n u c l e i ,  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  n o n - r a d l o a c t i v e  

c e l l  s a p .  T h e se  a c i d  s o l u b l e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  o f  c e l l  

s a p  w e re  s t u d i e d  b e c a u s e  t h e  e f f e c t  o f  c e l l  s a p  i n  t r a n s ­

f e r r i n g  p h o s p h o r u s  t o  t h e  n u c l e u s  may b e  due  t o  i t s  i n o r g a n i c  

p h o s p h a t e  c o n t e n t  o r  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  s o l u b l e  o r g a n i c  

p h o s p h o r u s - c o n t a i n i n g  compounds i n  t h e  c e l l  s a p .  I n  t h e  

p r o c e s s  o f  c e l l u l a r  f r a c t i o n a t i o n ,  t h e s e  s o l u b l e  p h o s p h o r u s  

compounds a r e  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  i s o l a t e d  i n  t h e  c e l l  s a p  

f r a c t i o n .  The r e s u l t s  o b t a i n e d  w o u ld  s u g g e s t  t h a t ,  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  c e l l  s a p ,  i n o r g a n i c  P and  t o t a l  a c i d  s o l u b l e  P 

a r e  n o t  c a p a b l e  o f  a c t i n g  a s  s o u r c e s  o f  p h o s p h o r u s  f o r  

t r a n s f e r e n c e  t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  n u c l e u s .  Even i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  c e l l  s a p ,  t h e s e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  do n o t
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Figure 15.
The Incorporalion of Derived from 
Radioactive Lipid*P and RNA-P, into 
Non-radioact ive Nuclei, in the Presence 
and Absence o f  Non radioactive Cell  
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a p p e a r  t o  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  t o  t h e  

n u c l e a r  RNA. B o t h  o f  t h e s e  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s ,  h o w e v e r ,  

t r a n s f e r  p h o s p h o r u s  t o  t h e  D M  o f  t h e  n u c l e u s  when c e l l  s a p  

i s  p r e s e n t .  T o t a l  a c i d  s o l u b l e  P ,  w h ic h  c o n t a i n s  o r g a n i c  

p h o s p h o r u s  com pounds a s  w e l l  a s  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  s eem s  t o  

b e  a  b e t t e r  d o n o r  o f  p h o r p h o r u s  f o r  i n c l u s i o n  i n t o  t h e  DNA-F 

f r a c t i o n  t h a n  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  a l o n e . Hence t h e  a c t i o n  o f  

c e l l  s a p  . i s  n o t  due m e r e l y t o  i t s  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  c o n t e n t .

I n  T a b l e  21 a n d  F i g u r e  1 6 ,  t h e  r e s u l t s ,  o b t a i n e d  

when r a d i o a c t i v e  l i p i d - P  a n d  R M -P  w ere  i n c u b a t e d  w i t h  n o n ­

r a d i o a c t i v e  r a b b i t  l i v e r  n u c l e i ,  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  

o f  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p ,  a r e  shown. L i p i d - P  w o u ld  

a p p e a r  t o  be  i n a c t i v e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c e l l  s a p ,  b u t  when 

c e l l  s a p  w a s  a l s o  p r e s e n t  a  m a rk e d  t r a n s f e r  o f  P i n t o  t h e  

t h e  n u c l e a r  RNA f r a c t i o n  was o b s e r v e d ,  w i t h o u t  a n y  a p p a r e n t  

t r a n s f e r  o f  P i n t o  t h e  DNÂ-P f r a c t i o n  o f  t h e  n u c l e u s .

I t  was n o t e d ,  h o w e v e r ,  d u r i n g  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  n u c l e i ,  

a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  a d d e d  l i p i d ,  t h a t  t h e r e  w e re  l a r g e  

am o u n ts  o f  l i p i d  m a t e r i a l  a d s o r b e d  on t o  t h e  i s o l a t e d  n u c l e i .  

The o b s e r v e d  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA may, 

t h e r e f o r e ,  be  due  t o  t h e  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  n u c l e a r  RNA 

f r a c t i o n  w i t h  l i p i d  m a t e r i a l  o r  i t s  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s .  

I n c u b a t i o n  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  w i t h  r a d i o a c t i v e  RNA-P 

i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  c e l l  s a p  w o u l d  a p p e a r  t o  g i v e  r i s e  t o
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The e f f e c t i v e n e s s  o f  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  o f  d i a l y s e d  r a d i o ­
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0  h r . 2  h r . A S .A .
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c i p i t a t e d  ""wffh 5 3 - 6 6 " '̂(TÎH4 T s ^ 0 4 3 a t  u r  a¥Ton ) 
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179
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1 2 ,1 7 5

677
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” 575 
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( d )  F r a c t i o n  I I I  o f  D i a l y s e d  C e l l  Sap ( n o t
p r e c i p i t a t e d  w i t h  6 0 ^ ^ % }  § SO4  Sa t u r  a t  i o n )

an d  d i a l y s a t e

I n o r g a n i c  P 
A c id  S o l u b l e  
RNA-P 
DNA-F

O rgan  i c P
5 ,9 9 5

1 0 , 3 4 0
120

11

2 , 5 9 5
3 , 7 6 5

4 3 3
56

3 , 4 0 0  
■1,675 
+ 313 

-t 4 5

The **composIte^^ h o m o g e n a te  was made u p  o f  t h e  n o n - r a d i o a c t l v e  
n u c l e i  f r o m  9 g .  r a b b i t  l i v e r  a n d  d i a l y s e d  c e l l  s a p  ( o r  f r a c t i o n )  
and  d i a l y s a t e  f r o m  6  g .  r a d i o a c t i v e  l i v e r .  The composite^* 
h o m o g e n a te  was i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP, c y t  c ,  DPN, 
NagEPO^, so d iu m  mal a t e  and  g l y c i n e  b u f f e r .
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Figure 16.
The Effectiveness of the Different Fractions 
of Dialysed Radioactive Cell Sap in 
transferring to Non-radioactive Nuclei, 
in the Presence of R ad ioact ive  Dialysate.
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t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  t o  b o t h  o f  t h e  n u c l e a r  n u c l e i c  

a c i d  f r a c t i o n s .  A d d i t i o n  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p  

t o  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  g i v e s  r i s e  t o  a m a rk e d  r e d u c t i o n  

i n  t h e  am o u n t  o f  p h o s p h o r u s  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  l a b e l l e d  

RNA-P t o  t h e  n u c l e a r  RNA. The DNA f r a c t i o n s  i n  t h i s  

e x p e r i m e n t  w e r e  b o t h  l o s t  a n d  c o n s e q u e n t l y ,  no o b s e r v a t i o n s  

c a n  b e  made a s  t o . w h e t h e r  RNA c a n  a c t  a s  a  d o n o r  o f  

t r a n s f e r a b l e  p h o s p h o r u s  f o r  DNA s y n t h e s i s .  The r e s u l t s  

o b t a i n e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  on t h e  t r a n s f e r  o f  f r o m  

l a b e l l e d  RNA t o  n u c l e a r  RNA, c o u l d  be  e x p l a i n e d  b y  t h e  

a d s o r p t i o n  o f  t h e  l a b e l l e d  RNA on t o  t h e  n u c l e i .  Such 

a d s o r b e d  RNA w o u ld  t h e r e f o r e  c o n t a m i n a t e  t h e  n u c l e a r  RNA.

F r a c t i o n a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p ,  w i t h

s a t u r a t e d  ammonium s u l p h a t e ,  i n t o  t h r e e  p r o t e i n  f r a c t i o n s ,

w h ic h  w e re  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  gav e  t h e

r e s u l t s  shown i n  T a b l e  2 2  a n d  F i g u r e  1 6 .  From t h e s e  r e s u l t s ,

i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  v a r i o u s  p r o t e i n  f r a c t i o n s  d i f f e r e d  i n
32t h e i r  a b i l i t i e s  t o  t r a n s f e r  P t o  n u c l e a r  RNA a n d  DNA.

F r a c t i o n  I  o f  d i a l y s e d  c e l l  s a p ,  i . e .  t h a t  f r a c t i o n  

p r e c i p i t a t e d  b y  0 - 3 3 ^  ammonium s u l p h a t e  s a t u r a t i o n ,  seam s  

t o  b e  v e r y  a c t i v e  i n  t r a n s f e r r i n g  p h o s p h o r u s  t o  t h e  DNA-P 

f r a c t i o n  o f  t h e  n u c l e u s .  I t  i s  much l e s s  a c t i v e  i n  t h e  

t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  fco t h e  n u c l e a r  RNA i n  c o m p a r i s o n  v / i t h  

w h o le  c e l l  s a p  o r  t h e  o t h e r  p r o t e i n  f r a c t i o n s  o f  c e l l  s a p .
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F r a c t i o n  I I  o f  d i a l y s e d  c e l l  s a p ,  i . e .  t h a t  

f r a c t i o n  p r e c i p i t a t e d  b y  3 3 - 6 6 ^  ammonium s u l p h a t e  s a t u r a t i o n ,  

i s  v e r y  a c t i v e  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  t o  n u c l e a r  RNA. i t

i s  m ore a c t i v e  t h a n  w h o le  c e l l  s a p  a s  a s o u r c e  o f  t r a n s f e r a b l e  

p h o s p h o r u s  f o r  i n c l u s i o n  i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA. On the o t h e r  

h a n d ,  i t  i s  n o t  a s  a c t i v e  a s  w ho le  c e l l  s a p  o r  F r a c t i o n  I  i n  

t r a n s f e r r i n g  p h o s p h o r u s  t o  ' th e  DNA-P o f  t h e  n u c l e u s .

F r a c t i o n  I I I  o f  d i a l y s e d  c e l l  s a p ,  i . e .  t h a t  f r a c t i o n  

n o t  p r e c i p i t a t e d  b y  6 6 %  ammonium s u l p h a t e  s a t u r a t i o n ,  a l t h o u g h  

more a c t i v e  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  i n t o  n u c l e a r  RNA 

t h a n  F r a c t i o n  I ,  i s  n o t  a s  a c t i v e  a s  w h o le  c e l l  s a p  o r  

F r a c t i o n  I I .  I t  w ou ld  a l s o  a p p e a r  t h a t  F r a c t i o n  I I I  i s  l e s s  

c a p a b l e  o f  s u p p l y i n g  p h o s p h o r u s  f o r  t r a n s f e r  i n t o  t h e  DNA-P 

o f  t h e  n u c l e u s .
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4. Discussion.

One o f  t h e  m a in  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d ,  i n  t h e s e  s t u d i e s  

o f  t h e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  t r a n s f e r  o f  i n  h o m o g e n a t e s ,  h a s  

b e e n  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  t r u e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  t r a n s f e r  

o f  t h e  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s ,  on t h e  o n e  h a n d ,  an d  

a d s o r p t i o n  o r  e x c h a n g e  o f  t h e  l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h o r u s  

i n  t h e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s ,  on t h e  o t h e r .  T rue  i n c o r ­

p o r a t i o n  o f  32P i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o c c u r s  when t h e  n u c l e i c  

a c i d  i s  s y n t h e s i s e d  f r o m  i t s  p r e c u r s o r s .  D u r i n g  t h i s  

p r o c e s s , t h e  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s  i s  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  

p r e c u r s o r s  t o  t h e  n e w ly  f o rm e d  n u c l e i c  a c i d  m o l e c u l e .  T h i s  

p r o c e s s  d i f f e r s  f r o m  e x c h a n g e ,  s i n c e  d u r i n g  e x c h a n g e  t h e r e  i s  

a t r a n s i e n t  b r e a k  i n  t h e  n u c l e i c  a c i d  m o l e c u l e  a t  t h e  p h o s p h a t e  

g r o u p  w i t h  t h e  l i b e r a t i o n  o f  p h o s p h a t e .  The l i b e r a t e d  p h o s ­

p h a t e  g r o u p  t h e n  e x c h a n g e s  w i t h  t h e  p h o s p h a t e  o f  t h e  medium 

b e f o r e  t h e  n u c l e i c  a c i d  c h a i n  i s  r e c o n s t i t u t e d .  I f  t h i s  

o c c u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n o r g a n i c  ^'^P, t h e  ^^P  a to m s  o f  t h e  

medium can e x c h a n g e  w i t h  t h e  ^ I p  a tom s o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  

m o l e c u l e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  when a d s o r p t i o n  o c c u r s ,  t h e  

r a d i o a c t i v e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i s  b o u n d  t o  t h e  n u c l e i c  a c i d  

b y  p u r e l y  p h y s i c a l  m e a n s ,  r a t h e r  t h a n  b y  e n t e r i n g  i n t o  

c h e m i c a l  c o m b i n a t i o n  w i t h  i t .

I n  t h e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s , when z e r o  t i m e  c o n t r o l
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f l a s k s  we,re s e t  u p ,  i t  was i n v a r i a b l y  f o u n d  t h a t  t h e  i s o l a t e d  

n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s  c o n t a i n e d  t r a c e s  o f  a d s o r b e d  r a d i o a c t i v e  

p h o s p h o r u s  v t i i c h  c o u l d  be p a r t i a l l y  rem o v e d  b y  d r a s t i c  p u r i ­

f i c a t i o n  o f  t h e  i s o l a t e d  com pound.  Howe^ver, e v e n  t h e  r i b o ­

n u c l e o t i d e s ,  i s o l a t e d  b y  i o n o p h o r e s i s , c o n t a i n e d  a l l  h a d

a p p r o x i m a t e l y  t h e  same s p e c i f i c  a c t i v i t y .  S i n c e  t h e  i n o r g a n i c  

p h o s p h a t e  i s  n o t  f o u n d  i n  t h e  same r e g i o n s  o f  t h e  i o n o p h o r e t i c  

p a p e r  a s  a n y  o f  t h e  n u c l e o t i d e  s p o t s ,  t h i s  a c t i v i t y  c o u l d  n o t ,  

t h e r e f o r e ,  be  d ue  t o  c o n t a m i n a t i o n  b y  r a d i o a c t i v e  i n o r g a n i c  

p h o s p h a t e .  T h i s  a c t i v i t y  m u s t ,  t h e r e f o r e ,  be due  t o  e x c h a n g e  

o f  t h e  a to m s  o f  t h e  l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  w i t h  t h e  

^ I p  a tom s o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  m o l e c u l e s .  B e c a u s e  o f  t h i s  

e x c h a n g e  r e a c t i o n ,  i t  was i m p e r a t i v e  t o  c a r r y  o u t  c o n t r o l  

e x p e r i m e n t s  i n  o r d e r  t h a t  a l l o w a n c e  c o u l d  be  made f o r  t h e s e  

e x c h a n g e  a n d  a d s o r p t i o n  e f f e c t s .  T h u s ,  when  t h e  e f f e c t  o f  

a d d i n g  known compounds was b e i n g  s t u d i e d ,  a  c o n t r o l  e x p e r i m e n t ,  

w h e re  no  a d d i t i o n  was m ade ,  was a l s o  c a r r i e d  o u t .  Z e ro  t i m e  

c o n t r o l s  w e re  d e t e r m i n e d  i n  a l m o s t  a l l  c a s e s ,  a n d  a n y  a c t i v i t y  

d e t e c t e d  was due  e n t i r e l y  t o  e x c h a n g e  a n d  a d s o r p t i o n  o f  t h e  

r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s .

F r i e d k i n  a n d  L e h n i n g e r  (1 9 4 9 )  f o u n d  t h e  same 

d i f f i c u l t y ,  i n  t h e i r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P 

i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  c e l l - f r e e  r a t  l i v e r  h o m o g e n a t e s .

Even a f t e r  t r e a t m e n t  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n s  o f  t h e
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u n i n c u b a t e d  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  w i t h  c a r r i e r  p h o s p h a t e  a n d  

s u b s e q u e n t  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  m a g n e s i a  m i x t u r e ,  t h e y  w e re  s t i l l  

a b l e  t o  d e t e c t  32p i n  t h e  RNA f r a c t i o n .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ,  

t h e  z e r o  t i m e  c o n t r o l s  w e re  f o u n d  t o  c o n t a i n  t r a c e s  o f  32p 

i n  t h e  RNA a f t e r  p u r i f i c a t i o n  b y  r e p r e c i p i t a t i o n  f r o m  w a t e r  

w i t h  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  a n d  s e p a r a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  

b y  i o n o p h o r e s i s .

I n  m o s t  o f  t h e  i n  v i t r o  s t u d i e s ,  i n  w h i c h  e i t h e r  

t i s s u e  s l i c e s  o f  t i s s u e  h o m o g e n a te s  h a v e  b e e n  u s e d ,  t h e  medium 

h a s  i n v a r i a b l y  b e e n  o f  t h e  K r e b s - R i n g e r  t y p e .  In  t h e  i n i t i a l  

e x p e r i m e n t s  o f  t h i s  s e r i e s , t h e  u l t i m a t e  a im  w as  t h e  s t u d y  cf 

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  32p i n t o  t h e  c e l l u l a r  f r a c t i o n s .  I t  w a s ,  

t h e r e f o r e ,  d e c i d e d  t o  u s e  a s y s t e m  w h e r e b y  t h e s e  c e l l u l a r  

f r a c t i o n s  c o u l d  b e  i s o l a t e d  a n d  s t u d i e d .  S i n c e  i t  h a s  b e e n  

shown t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  e l e c t r o l y t e s  p r e v e n t  t h e  p r e p a r a t i o n  

o f  c l e a n  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  ( S c h n e i d e r  & Hogeboom 1 9 5 1 ) ,  a n d  

t h e  b e s t  known m e th o d  o f  p r e p a r i n g  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  u t i l i s e s  

0 . 2 5  M - s u c r o s e  s o l u t i o n  ( S c h n e i d e r  1 9 4 8 ) ,  i t  was d e c i d e d  t o  

d e v i s e  an  i n c u b a t i o n  medium w h ic h  h a d  s u c r o s e  a s  i t s  b a s i s .

The f i n a l  i n c u b a t i o n  medium s u f f e r e d  f r o m  c e r t a i n  

d i s a d v a n t a g e s ,  b u t  t h e s e  w e r e ,  on t h e  w h o l e ,  o u tn u m b e r e d  b y  

t h e  a d v a n t a g e s .  The m a in  d i s a d v a n t a g e  o f  s u c r o s e  s o l u t i o n  a s  

an  i n c u b a t i o n  medium i s  t h a t  i t  d o e s  n o t  t e s t  t h e  m e t a b o l i s m  

o f  t h e  t i s s u e  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s ,  s i n c e  i t  i s  n o t
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a  n o r m a l  c o n s t i t u e n t  o f  t h e  t i s s u e  f l u i d s .  0 . 2 5  M - s u c r o s e  i s ,  

h o w e v e r ,  i s o t o n i c  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s ,  

an d  c o n s e q u e n t l y  d o e s  n o t  i n j u r e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  f r a c t i o n s  

t o  t h e  same e x t e n t  a s  w o u ld  h y p e r t o n i c  o r  h y p o t o n i c  s o l u t i o n s .  

S c h n e i d e r  (1 9 4 8 )  c l a i m e d  t h a t  0 . 2 5  M - s u c r o s e  s o l u t i o n  d i d  n o t  

i n h i b i t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme s y s t e m s  o f  t h e  c e l l u l a r  

f r a c t i o n s  t o  t h e  same e x t e n t  a s  d i d  0 . 8 8  M - s u c r o s e .  Even  s o ,  

i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  0 . 2 5  M - s u c r o s e  d o e s  i n h i b i t  some o f  t h e  

enzym es  p r e s e n t  i n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n t s .  A n o t h e r  

d e f e c t ,  i n  t h e  u s e  o f  0 . 2 5  M - s u c r o s e  d o l u t i o n ,  i s  t h a t  t h e  

n u c l e i  p r e p a r e d  i n  t h i s  m edium a r e  much l a r g e r  a n d  more f r a g i l e  

i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h o s e  p r e p a r e d  i n  c i t r i c  a c i d  (Dounce 1 9 4 3 a ,  

1 9 4 3 b ,  1 9 5 0 ) .  H o w ev er ,  i t  i s  i m p r a c t i c a l  t o  u s e  c i t r i c  a c i d  

n u c l e i ,  s i n c e  t h e  c y t o p l a s m i c  c o m p o n e n ts  a r e  c o m p l e t e l y  

a g g l u t i n a t e d  b y  t h e  low pH a n d  may n o t  s u b s e q u e n t l y  b e  i s o l a t e d  

an d  m o r e o v e r  m o s t  o f  t h e  enzym es  w i l l  be i n a c t i v a t e d .  P e t e r m a n  

a n d  S c h n e i d e r  ( 1 9 5 0 ,  1951)  h a v e  a d v o c a t e d  t h e  a d d i t i o n  o f  

c a l c i u m  c h l o r i d e  t o  t h e  s u c r o s e  s o l u t i o n  u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  

o f  n u c l e i ,  t o  r e d u c e  t h e i r  f r a g i l i t y .  S i n c e  t h e  e f f e c t  o f  

c a l c i u m  c h l o r i d e  on t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s ,  p a r t i c u l a r l y  

d u r i n g  i n c u b a t i o n ,  was n o t  known, t h i s  t e c h n i q u e  was r e j e c t e d .

0 . 2 5  M - s u c r o s e  ^ 0 . 0 3  M -p l io sp h a te  b u f f e r  s o l u t i o n  was 

u s e d  a s  i n c u b a t i o n  medium b y  S i e k e v i t z  (1 9 5 2 )  i n  h i s  

i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  m e t a b o l i s m  o f  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  a n d  o f
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t h e  I s o l a t e d  c e l l u l a r  f r a c t i o n s .  S i e k e v i t z  (1 9 5 2 )  f o u n d  t h a t  

- a l a n i n e  was i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  p r o t e i n s  o f  t h e  

m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  o f  s u c r o s e  h o m o g e n a te s  o f  r a t  l i v e r  much 

more r a p i d l y  t h a n  i n t o  t h e  n u c l e a r ,  m i t o c h o n d r i a l  o r  c e l l  s a p  

f r a c t i o n s .  No i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l l e d  a l a n i n e  i n t o  t h e  

p r o t e i n s  o f  e i t h e r  i s o l a t e d  m ic ro s o m e s  o r  m i t o c h o n d r i a  o c c u r r e d  

on i n c u b a t i o n ,  b u t  when t h e  m i t o c h o n d r i a l  a n d  m i c r o s o m a l  

f r a c t i o n s  w e re  i n c u b a t e d  t o g e t h e r ,  m a rk e d  i n c o r p o r a t i o n  o f  

r a d i o a c t i v e  a l a n i n e  was o b s e r v e d .  U s i n g  t h e  same i n c u b a t i o n  

m edium , A l l f r e y  (1 9 5 4 )  f o u n d  t h a t  i s o l a t e d  c a l f  thym us  n u c l e i  

w e re  c a p a b l e  o f  i n c o r p o r a t i n g  - a l a n i n e  i n t o  t h e i r

p r o t e i n s ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d e d  o ( ~ k e t o g l u t a r a t e ,  a s  l o n g  

a s  t h e  n u c l e a r  DNA was s t i l l  i n t a c t .  T h ese  f i n d i n g s  i n d i c a t e  

t h a t  t h e  s u c r o s e  medium d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  m e t a b o l i s m  o f  

i s o l a t e d  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  t o  a n y  m a rk e d  e x t e n t .

The S c h n e i d e r  (1 9 4 8 )  p r o c e d u r e  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  

i n t r a c e l l u l a r  co m p o n e n ts  h a s  b e e n  f o u n d  b y  many w o r k e r s  t o  be  

a  v e r y  u s e f u l  m e th o d  o f  p r e p a r i n g  c l e a n  a n d  h o m ogeneous  c e l l u l a r  

f r a c t i o n s .  I t  h a s  t h e  a d d e d  a d v a n t a g e  t h a t  i t  d o e s  n o t  r e q u i r e  

p r o l o n g e d  c e n t r i f u g a t i o n  a t  h i g h  c e n t r i f u g a l  s p e e d s ,  w h i c h  i n  

t h e m s e l v e s  may h a v e  a n  a d v e r s e  e f f e c t  on t h e  enzym es  p r e s e n t  

i n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  p a r t i c l e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  pH o f  t h e  

s u c r o s e  s o l u t i o n  i s  r e a d i l y  a d j u s t e d  b y  m eans  o f  r e l a t i v e l y  

weak  b u f f e r  s o l u t i o n s . M o r e o v e r ,  a s  a n  I n c u b a t i o n  medium i t
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o f f e r e d  t h e  o p p o r t u n i t y  o f  r e i s o l a t i n g  t h e  c y t o p l a s m i c  

p a r t i c l e s  a f t e r  i n c u b a t i o n .

In  t h e  s t u d y  o f  t h e  t r a n s f e r  o f  32p f r o m  r a d i o a c t i v e  

c e l l  f r a c t i o n s  t o  n o n - r a d i o a c t l v e  c e l l  f r a c t i o n s ,  i t  was 

f o u n d  a d v a n t a g e o u s  t o  i s o l a t e  t h e  n u c l e i  i n i t i a l l y  i n  0 . 2 5  M- 

s u c r o s e  ( S c h n e i d e r  1948)  an d  s u b s e q u e n t l y  t o  r e - i s o l a t e  t h e  

n u c l e i ,  a f t e r  i n c u b a t i o n ,  u s i n g  t h e  m o d i f i e d  c i t r i c  a c i d  

m e th o d  a l r e a d y  d e s c r i b e d .  By u s i n g  b o t h  m e th o d s  o f  o b t a i n i n g  

n u c l e i  f r o m  l i v e r  t i s s u e ,  i t  was p o s s i b l e  t o  o b t a i n  t h e  

i n i t i a l  n u c l e i  f r e e  f ro m  e l e c t r o l y t e s  a n d  w i t h  t h e i r  enzym es  

r e l a t i v e l y  i n t a c t .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  i t  was no l o n g e r  

n e c e s s a r y  t o  e x c l u d e  e l e c t r o l y t e s  o r  t o  p r e s e r v e  t h e  n u c l e a r  

enzyme s y s t e m s ,  a n d  s o  t h e  much more d r a s t i c  c i t r i c  a c i d  

m e th o d  was e m p lo y e d  t o  r e - i s o l a t e  n u c l e i  f r e e  f r o m  c y t o p l a s m i c  

c o n t a m i n a t i o n .

I t  m u s t  b e  p o i n t e d  o u t ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  n u c l e i  r e  -  

i s o l a t e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  w e r e  c h a n g e d  i n  a p p e a r a n c e , when 

e x a m in e d  m i c r o s c o p i c a l l y ,  a n d  a l s o  i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  s t a i n  

w i t h  m e t h y l e n e  b l u e . The n u c l e i ,  b e f o r e  i n c u b a t i o n ,  w e re  

l a r g e  r o u n d  d i s c r e t e  b o d i e s ,  w h ic h  s t a i n e d  r e a d i l y  w i t h  

m e t h y l e n e  b l u e , b u t  a f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  n u c l e i  o b t a i n e d  w e re  

s m a l l  i r r e g u l a r  b o d i e s ,  w h i c h  d i d  n o t  s t a i n  r e a d i l y .

G -lycihe  b u f f e r  was u s e d  i n  p r e f e r e n c e  t o  p h o s p h a t e  

b u f f e r  i n  t h e  i n c u b a t i o n  medium, s i n c e ,  a l t h o u g h  i t  d i d  n o t
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g i v e  r i s e  t o  s u c h  a h i g h  u p t a k e  o f  i n t o  t h e  RNA f r a c t i o n s  

o f  t h e  r a t  l i v e r  h o m o g e n a t e s ,  i t  a v o i d e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  

l a r g e  e x c e s s  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i o n s  i n  t h e  medium ( E x p e r i ­

m en t  No. 6 , T a b l e  1 2 ) .  A l t h o u g h  t h e  p h o s p h a t e  b u f f e r  d i d  n o t  

a p p e a r  t o  r e d u c e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  l a b e l l e d  p h o s p h a t e  

b y  d i l u t i o n  e f f e c t s ,  i t  d i d  i n c r e a s e  t h e  d i f f i c u l t i e s  o f  

i s o l a t i n g  t h e  p h o s p h o r u s  c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  

RNA-P a n d  DNA-P f r a c t i o n s ,  due  t o  a d s o r p t i o n  o f  p h o s p h a t e  i o n s  

on t h e  p r e c i p i t a t e d  m a t e r i a l .

T h r o u g h o u t  t h e s e  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s ,  t h e  t i m e  o f

i n c u b a t i o n  u s e d  was 2  h o u r s .  I n  t h e  e x p e r i m e n t ,  i n  w h i c h  t h e

op t im um  t i m e  o f  i n c u b a t i o n  was i n v e s t i g a t e d  ( F i g u r e  1 1 ) ,  i t
32was f o u n d  t h a t  t h e  u p t a k e  o f  P i n t o  t h e  RNA o f  w h o le  r a t  

l i v e r  h o m o g e n a te  i n c r e a s e d  w i t h  t i m e  up t o  2  h o u r s , a n d  t h e r e ­

a f t e r  d e c r e a s e d  r a p i d l y .  T h i s  may b e  due  t o  t h e  u p t a k e  o f  t h e  

i s o t o p e  b e i n g  g r e a t e r  t h a n  kha? a u t o l y s i s  o f  t h e  RNA f r a c t i o n  

w i t h  p e r i o d s  o f  i n c u b a t i o n  up t o  2  h o u r s , b u t  d u r i n g  l o n g e r  

p e r i o d s  o f  I n c u b a t i o n ,  a u t o l y s i s  may i n c r e a s e  t o  a m a rk e d  

e x t e n t  a n d  o u t s t r i p  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  P .  The l e n g t h  

o f  i n c u b a t i o n  w as  r e s t r i c t e d ,  t h e r e f o r e ,  t o  2  h o u r s  a t  3 7 ^ 0 .

F r i e d k i n  a n d  L e h n i n g e r  (1 9 4 9 )  f o u n d  t h a t  t h e r e  was 

i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P i n t o  t h e  RNA o f  s u s p e n s i o n s  o f  r a t  l i v e r  

n u c l e i  a n d  m i t o c h o n d r i a ,  on I n c u b a t i o n  w i t h  i n o r g a n i c  ^ ^ P . T h i s  

i n c o r p o r a t i o n  was o b s e r v e d  e v e n  a f t e r  r i g o r o u s  p u r i f i c a t i o n  o f
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t h e  RNA f r a c t i o n .  T hey  o b t a i n e d ,  h o w e v e r ,  no e v i d e n c e  o f  

i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  i n t o  t h e  n u c l e a r  DNA. T h e i r  

i n c u b a t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  ATP,KOI, 'Mg80^ a n d  t h e y  f o u n d  

t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  m a l a t e  g r e a t l y  i n c r e a s e d  t h e  i n c o r ­

p o r a t i o n .  D u r i n g  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n s .  E x p e r i m e n t  No.

7 ,  T a b l e  1 2 ,  t h e  u p t a k e  o f  ^^P i n t o  th e  RNA f r a c t i o n  o f  r a t  

l i v e r  w h o le  c y t o p l a s m  s u s p e n s i o n s ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP,

DPN, c y t o c h r o m e  c ,  MgCl^ a n d  Na^HPO^, was a l s o  f o u n d  t o  be  

e n h a n c e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  so d iu m  m a l a t e  . I t  was  a l s o  

o b s e r v e d  t h a t  m a l a t e  was s u p e r i o r  t o  s u c c i n a t e ,  fum ar a t e  o r  

p y r u v a t e  i n  i t s  e f f e c t  o n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .

Mann a n d  G ruschow  (1949)  w ere  a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  i n o r g a n i c  P i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  

r a t  l i v e r ,  r a t  k i d n e y  and  r a t  W a lk e r  t u m o u r  s l i c e s .  They 

show ed  a t  t h e  same t im e  t h a t  o x y g en  was n e c e s s a r y  f o r  t h i s  

t o  o c c u r .  The a d d i t i o n  o f  g l u c o s e  t o  t h e  t i s s u e  s l i c e s  was 

c a p a b l e  o f  p a r t i a l l y  r e v e r s i n g  t h e  i n h i b i t i o n  b r o u g h t  a b o u t  

b y  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  A l t h o u g h  i t  i s  v e r y  d i f f i c u l t  t o  

co m p are  r e s u l t s  o b t a i n e d  by  t i s s u e  s l i c e  a n d  h o m o g e n a te  t e c h ­

n i q u e s ,  i t  was  f o u n d  d u r i n g  t h e  p r e s e n t  w ork  t h a t  t h e  a d d i t i o n  

o f  g l u c o s e , t o  t h e  i n c u b a t i o n  medium i n  t h e  p r e s e n c e  o f  - o x y g e n ,  

d i d  n o t  i n c r e a s e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ ^ P ,  b u t  r a t h e r  i n h i b i t e d  

t h i s  p r o c e s s ,  p a r t i c u l a r l y  a t  low c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e  

( F i g u r e  1 2 ) .
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R o s s i t e r  a n d  h i s  c o - v f o r k e r s  ( D e l u c a ,  Ross i t e r  & 

S t r i c k l a n d  1 9 5 3 ;  F i n d l a y ,  R o s s i t e r  & S t r i c k l a n d  1 9 5 3 ;  S t r i c k ­

l a n d  & R o s s i t e r  1953)  showed t h a t  b r a i n  s l i c e s  w e re  c a p a b l e
3^o f  i n c o r p o r a t i n g  i n t o  t h e  RNA, a l t h o u g h  when b r a i n  homo -

g e n a t e s  w e re  u s e d  no  u p t a k e  was o b s e r v e d .  The i n c o r p o r a t i o n  
32o f  ''P i n t o  t h e  RNA o f  c a t  b r a i n  s l i c e s  was g r e a t l y  i n c r e a s e d

b y  t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e  t o  t h e  i n c u b a t i o n  medium. S u c c i n a t e

a n d  m a l a t e  b o t h  h a d  i n h i b i t o r y  e f f e c t s ,  v h i l e  p y r u v a t e  a n d

l a c t a t e  s t i m u l a t e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .  I t  i s

d i f f i c u l t  t o  d raw  c o m p a r i s o n s  be tv feen  t h e i r  f i n d i n g s  a n d

t h o s e  f o u n d  d u r i n g  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  s i n c e  two

d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  w ere  u s e d ,  n a m e ly  t i s s u e  s l i c e s  a n d  t i s s u e

h o m o g e n a t e s ,  a s  w e l l  a s  two d i f f e r e n t  t i s s u e s , b r a i n  and

l i v e r . I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t o  p o i n t  o u t  t h e  m a in

d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  th e  tw o  s e t s  o f  r e s u l t s .  The p r e s e n t

w o rk  show ed  p a r t i a l  i n h i b i t i o n  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^^P i n t o

t h e  RNA o f  l i v e r  t i s s u e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  ( F i g u r e  1 2 ) .

I t  was a l s o  f o u n d  t h a t  p y r u v a t e  a n d  s u c c i n a t e  d i d  n o t  e n h a n c e

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e  i n t o  t h e  RNA o f  l i v e r  w ho le

c y t o p l a s m ,  w h i l e  m a l a t e  d i d  i n c r e a s e  t h e  u p t a k e  o f  P i n t o  t h e

n u c l e i c  a c i d s  o f  l i v e r  w h o le  c y t o p l a s m  s u s p e n s i o n s  ( E x p e r i m e n t

No. 7 ,  T a b l e  1 2 ) .

K h o u v in e  a n d  M o n t r e u i l  ( 1 9 5 4 ) ,  f o l l o w i n g  up  t h e i r  i n
32v i v o  s t u d i e s  on t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  "P i n t o  t h e  RNA o f  t h e
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l i b e r s  o f  n o r m a l  an d  G u e r i n  e p i t h e l i o m a - b e a r i n g  r a t s  an d  t h e
3 2G u e r i n  e p i t h e l i o m a ,  i n v e s t i g a t e d  t h e  u p t a k e  o f  P b y  t h e  RNA 

o f  t h e  same t i s s u e s  i n  v i t r o ,  u s i n g  t h e  t i s s u e  s l i c e  t e c h n i q u e .  

T hey  f o u n d  t h a t  ^^P was i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  

t h e s e  t i s s u e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n ,  b u t  u n d e r  a n a e r o b i c  

c o n d i t i o n s  t h e r e  was p a r t i a l  i n h i b i t i o n  o f  t h e  u p t a k e  o f  t h e  

i s o t o p e .  They a l s o  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  s u c h  i n h i b i t o r s  a s  

2 , 4 - d i n i t r o p h e n o l ,  m a l o n a t e  a n d  m o n o - l o d o a c e t a t e . W i th  t h e  

e x c e p t i o n  o f  m a l o n a t e ,  a l l  o f  t h e s e  com pounds gave  r i s e  t o  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  ^ ^ P .  T h ese  f i n d i n g s  a r e  

i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk ,  i n  t h a t  

i t  i s  p o s s i b l e  t o  show t h a t  S2 P ig  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  

n u c l e i c  a c i d s  o f  l i v e r  t i s s u e  a f t e r  i t s  r e m o v a l  f r o m  t h e  b o d y .  

H o w ev e r ,  s i n c e  no w o rk  w as  c a r r i e d  o u t  on  t h e  e f f e c t  o f  i n h i b i ­

t o r s ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  com pare  f u r t h e r  t h e  p r e s e n t  

f i n d i n g s  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  b y  K h o u v in e  a n d  M o n t r e u i l  ( 1 9 5 4 ) .

H o k in  ( 1 9 5 2 ) , an d  H ok in  a n d  H o k in  (1 9 5 5 ,  1 9 5 4 ) ,  i n  

t h e i r  s t u d i e s  on  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e

s e c r e t i o n  o f  a m y l a s e  b y  p i g e o n  p a n c r e a s  s l i c e s  a n d  t h e  s i m u l -
32t a n e o u s  u p t a k e  o f  P i n t o  t h e  RNA o f  t h e  t i s s u e .  I t  i s  

i n t e r e f e t i n g  t o  n o t e  t h a t  w h i l e  t h e y  f o u n d  t h e  a d d i t i o n  o f  a

m i x t u r e  o f  a l l  known amino a c i d s  s t i m u l a t e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  
32o f  P i n t o  t h e  RNA o f  t h e  p a n c r e a s  s l i c e s ,  o m i s s i o n  o f  

t r y p t o p h a n ,  f r o m  t h e  am ino a c i d  m i x t u r e ,  i n h i b i t e d  t h e
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32s e c r e t i o n  o f  a m y l a s e  w i t h o u t  a f f e c t i n g  t h e  u p t a k e  o f  P i n t o  

t h e  RNA. H o k in  a n d  H o k in  ( 1 9 5 3 ,  1 9 5 4 ) ,  t h e r e f o r e ,  came t o  t h e  

c o n c l u s i o n  t h a t  RNA d i d  n o t  a c t  d i r e c t l y  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  

p r o t e i n  i n  p i g e o n  p a n c r e a s  s l i c e s .  l% i i le  o f  no d i r e c t  b e a r i n g  

on t h e  p r e s e n t  w o r k ,  t h e s e  f i n d i n g s  do show t h a t  t h e  u p t a k e  o f  

^^P  c a n  be  o b s e r v e d  i n  w i d e l y  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  t i s s u e s ,  a n d  

t h a t  d i f f e r e n t  t i s s u e s  may b e  u t i l i s e d  t o  s t u d y  d i f f e r e n t  

a s p e c t s  o f  n u c l e i c  a c i d  m e t a b o l i s m  i n  v i t r o .

O t h e r  w o r k e r s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  

l a b e l l e d  p u r i n e s  a n d  p y r i m i d i n e s  i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  

t i s s u e s  i n  v i t r o . G o l d w a s s e r  ( 1 9 5 5 ) ,  u s i n g  - a d e n i n e ,

was a b l e  t o  show t h a t  i t  was i n c o r p o r a t e d  i n  v i t r o  i n t o  t h e  

RNA o f  r a t  l i v e r ,  r a t  s p l e e n  and  p i g e o n  l i v e r  al i c e s  a n d  o f  

p i g e o n  l i v e r  h o m o g e n a t e s .  T h i s  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l l e d  

a d e n i n e  r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n  a n d  w as  i n h i b i t e d  by  

t h e  p r e s e n c e  o f  c y a n i d e .  Prom t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  G o ld ­

w a s s e r  ( 1 9 5 3 ) ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  

a d e n i n e  w as  a  t r u e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  n o t  a d s o r p t i o n  o f  t h e  

l a b e l l e d  a d e n i n e .
r  14

G rossm an  a n d  V i s s e r  (19 5 4 )  f o u n d  t h a t  N -  0 - c y t i d i n e  

was i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  RNA o f  r a t  l i v e r  s l i c e s .  T h ey  w e re  

a l s o  a b l e  t o  show t h a t  t h e  u p t a k e  o f  t h e  l a b e l l e d  c y t i d i n e  

i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA was much more r a p i d  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  i n  

t h e  c y t o p l a s m i c  RNA. T h e s e  i n  v i t r o  f i n d i n g s  o f  G o l d w a s s e r (1953)
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an d  G rossm an  a n d  V i s s e r  (1 9 6 4 )  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e

o b t a i n e d  i n  i n t a c t  a n i m a l s  a n d  s u p p o r t  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t

t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  by  i n  v i t r o  s t u d i e s  a r e  due  t o  t r u e

i n c o r p o r a t i o n  a n d  n o t  t o  c o n t a m i n a t i o n  o r  e x c h a n g e  r e a c t i o n s

d u r i n g  i n c u b a t i o n .

J e e n e r  a n d  S z a f a r z  (1950)  h a v e  p u t  f o r w a r d  t h e

h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  n u c l e u s  i s  t h e  s i t e  o f  RNA s y n t h e s i s  i n

t h e  c e l l . The RNA so  f o r m e d ,  t h e y  p o s t u l a t e d ,  was p a s s e d

o u t  o f  t h e  n u c l e u s  i n t o  t h e  s a p  o f  t h e  c y t o p l a s m  w h e re  i t  was

b u i l t  up i n t o  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .  I n  t h e  p r e s e n t  w o rk

w i t h  r a t  l i v e r  h o m o g e n a t e s  ( E x p e r i m e n t  No. 8 , T a b l e  1 2 ) ,  i t

was p<i?ssible t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  RNA o f  t h e  w h o le  c y t o -
32p l a s m  was c a p a b l e  o f  i n c o r p o r a t i n g  P .  At t h e  same t im e  i t

was f o u n d  t h a t  t h e  i s o l a t e d  n u c l e i  a l s o  i n c o r p o r a t e d  t h e

i s o t o p e  i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA. T h i s  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

c y t o p l a s m  w as  a b l e  t o  s y n t h e s i s  i t s  own RNA.

The f i n d i n g s  o f  B r a c h e t  a n d  S a a f a r z  ( 1 9 5 3 ) ,  who 

show ed t h a t  b o t h  t h e  n u c l e a t e d  a n d  e n u c l e a t e d  f r a g m e n t s  o f  

t h e  a l g a e ,  A c e t a b u l a r i a  m e d i t e r r a n e a ,  w e re  c a p a b l e  o f  a s s i m i -  

l a t i n g j ^ 2 - ^ ^ c J - o r o t i c  a c i d  i n t o  t h e i r  n u c l e i c  a c i d s  up t o  71 

d a y s  a f t e r  s e c t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n ,  l e n d s  f u r t h e r  

s u p p o r t  t o  t h i s  c o n c l u s i o n .

R e i c h a r d  ( 1 9 5 2 ) ,  u s i n g  r e g e n e r a t i n g  r a t  l i v e r  s l i c e s ,  

h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  n i t r o g e n  o f  was i n c o r p o r a t e d

i n t o  t h e  p y r i m i d i n e s  o f  RNA. The f i r s t  s t e p  i n  t h e
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î n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  l a b e l l e d . n i t r o g e n  i s  a p p a r e n t l y  t h e  

f o r m a t i o n  o f  l a b e l l e d  o r o t i c  a c i d ,  w h ic h  i n  t u r n  i s  c o n v e r t e d  

t o  l a b e l l e d  p y r i m i d i n e  b a s e s .

I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  r e a s o n a b l e  t o  s u p p o s e  t h a t  u n d e r  

t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  b y  B r a c h e t  an d  S z a f a r z  (1 9 5 5 )  t h e  l a b e l l e d  

o r o t i c  a c i d  was i n c o r p o r a t e d  d i r e c t l y  i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d  

p y r i m i d i n e s ,  w i t h o u t  p r e v i o u s l y  b e i n g  d e g r a d e d  t o  some com­

po u n d  o f  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t ,

L ang  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  ( S i e b o r t ,  L a n g ,  L u c i u s  an d  

R o s s m u l l e r  1 9 5 3 ;  L a n g ,  L a n g ,  S i e b e r t  a n d  L u c i u s  1 9 5 3 ;  L ang ,  

S i e b e r t  & R o s s m u l l e r  1953)  h a v e  s t u d i e d  t h e  m e t a b o l i s m  o f  

i s o l a t e d  p i g  k i d n e y  n u c l e i ,  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  s o u r c e  o f  

p h o s p h o r u s  a n d  c a r b o n  compounds r e q u i r e d  f o r  t h e  s y n t h e t i c

p r o c e s s e s  o f  t h e  n u c l e u s .  S i e b e r t  e t  a l .  (1 9 5 3 )  w e re  a b l e  t o
32show t h a t  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  l a b e l l e d  w i t h  P was i n c o r p o r a t e d  

i n t o  t h e  RNA a n d  DNA o f  i s o l a t e d  p i g  k i d n e y  n u c l e i .  T hey  

c o n c l u d e d  f r o m  t h e i r  r e s u l t s  t h a t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  n u c l e u s  d i d  

n o t  r e q u i r e  t h e  f o r m a t i o n  o f  h i g h  e n e r g y  b o n d s .  L ang ,  S i e b e r t
II .

& R o s s m u l l e r  (1 9 5 3 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  p h o s p h o ­

l i p i d  p h o s p h o r u s  was c a p a b l e  o f  a c t i n g  a s  a s o u r c e  o f  p h o s ­

p h o r u s  f o r  th e  s y n t h e s i s  o f  n u c l e a r  RNA and  DNA. They f o u n d  
32t h a t  P l a b e l l e d  p h o s p h o l i p i d  d i d  n o t  a c t  a s  a  s o u r c e  o f  

p h o s p h o r u s  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  n u c l e a r  RNA a n d  DNA. L a n g ,
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L an g ,  S i e b e r t  a n d  L u c i u s  ( 1 9 5 3 ) ,  u s i n g  ^ ^ G - l a b e l l e d  g l y c i n e ,

w ere  a b l e  t o  show t h a t  t h e  g l y c i n e  was i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e

p u r i n e  o f  t h e  n u c l e u s ,  a s  w e l l  a s  i n t o  t h e  n u c l e a r  p r o t e i n s .

They w e r e ,  t h e r e f o r e ,  a b l e  t o  show t h a t  t o t a l  s y n t h e s i s  o f  t h e

p u r i n e  r i n g  c a n  o c c u r  i n  t h e  n u c l e u s  i n  v i t r o .

The o b s e r v a t i o n s  made b y  S i e b e r t  e t  a l .  ( 1 9 5 3 ) ,  u s i n g  
32i n o r g a n i c  P i n c o r p o r a t i o n  i n t o  i s o l a t e d  p i g  k i d n e y  n u c l e i ,  

a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d ,  i n  E x p e r i m e n t  No. 9 ,

T a b le  1 2 , on  t h e  u p t a k e  o f  p h o s p h o r u s  i n t o  i s o l a t e d  r a t  l i v e r  

n u c l e i .
It

S t i c h  a n d  H am m er l ing  (1953)  h a v e  s t u d i e d  t h e  u p t a k e  

o f  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s  i n t o  i s o l a t e d  n u c l e o l i ,  o b t a i n e d  

f ro m  t h e  a l g a e  Ac e t a b u l a r i a  m e d i t e r r a n e a . T hey  f o u n d  t h a t  

t h e r e  was i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  ^^P i n t o  t h e  RNA a n d  p r o t e i n  o f  

t h e  n u c l e o l u s ,  w h ic h  w o u ld  a p p e a r  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  n u c l e o l u s ,  

a s  w e l l  as  t h e  n u c l e u s  as  a w h o l e ,  i s  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i s i n g  RNA

The e v i d e n c e  p u t  f o r w a r d  b y  L a n g ,  L u c iu s  a n d  R o s s m u l l e r  

( 1 9 5 3 ) ,  L a n g ,  L an g ,  S i e b e r t  a n d  L u c i u s  (1 9 5 3 )  a n d  S i e b e r t  e t  

a l . (1953)  s u g g e s t s t h a t  t h e  n u c l e u s  i s  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i s i n g  

i t s  own n u c l e i c  a c i d s ,  a s  w e l l  as  p r e c u r s o r s  s u c h  a s  t h e  p u r i n e  

b a s e s .  The i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s  o b s e r v e d  i n  

t h e  p r e s e n t  w o rk ,  u s i n g  i s o l a t e d  r a t  l i v e r  n u c l e i ,  i s  i n
Î1

k e e p i n g  w i t h  t h i s  v i e w .  The f i n d i n g s  o f  S t i c h  a n d  H am m er l ing  

(1 9 5 3 )  i n d i c a t e  t h a t  o n e  p a r t  o f  t h e  n u c l e u s ,  n a m e ly  t h e
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n u c l e o l u s ,  i s  p a r t i c u l a r l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  s y n t h e s i s  o f  RNA,

B r a c h e t  a n d  S z a f a r z  ( 1 9 5 3 ) ,  u s i n g  n u c l e a t e d  a n d

e n u c l e a t e d  s e c t i o n s  o f  A c e t a b u l a r i a  m e d i t e r r a n e a , h a v e  c o n f i r m e d

o u r  f i n d i n g s  w i t h  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  t h a t  t h e  c y t o p l a s m i c

c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  c e l l  s a p  .a re  a b l e  t o  i n c o r p o r a t e  l a b e l l e d

p r e c u r s o r s  i n t o  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA a n d  s o  ac ' t  i n d e p e n d e n t l y

o f  t h e  c e l l  n u c l e u s .  T h e se  o b s e r v a t i o n s  i n v a l i d a t e  t h e  e a r l i e r

h y p o t h e s i s  o f  H e e n e r  and  S z a f a r z  (1 9 5 0 )  t h a t  t h e  n u c l e u s

s y n t h e s i s e s  a l l  t h e  n u c l e i c  a c i d  o f  t h e  c e l l  a n d  t h a t  t h e  RI'^A

f o r m e d  i n  t h e  n u c l e u s  p a s s e s  o u t  i n t o  t h e  c e l l  s a p  w here  i t

i s  b u i l t  up i n t o  t h e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .

The e v i d e n c e  a g a i n s t  t h e  J e e n e r  and  S z a f a r z  (19 5 0 )

t h e o r y  w o u ld  s eem  t o  b e  f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e d  b y  t h e  r e s u l t s
32o b t a i n e d  when t h e  t r a n s f e r  o f  P f ro m  r a d i o a c t i v e  r a t  l i v e r  

n u c l e i  t o  n o n . - r a d i o a c t i v e  r a t  l i v e r  w h o le  c y t o p l a s m  was i n ­

v e s t i g a t e d  ( T a b le  1 3 ) .  I f  t h e  J e e n e r  a n d  S z a f a r z  (1950)
32t h e o r y  w ere  c o r r e c t ,  i t  w o u ld  be e x p e c t e d  t h a t  t r a n s f e r  o f  "P 

f ro m  t h e  r a d i o a c t i v e  n u c l e i ' I n t o  t h e  RNA o f  t h e  n o n - r a d i o a c t i v e  

c y t o p l a s m  w o u ld  be  o b s e r v e d .  H ow ever ,  t h e r e  w as  no e v i d e n c e  o f  

s u c h . a  t r a n s f e r  o c c u r r i n g ;  on t h e  c o n t r a r y ,  when  n o n - r a d i o a c t i v e  

r a t  l i v e r  n u c l e i  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o a c t i v e  r a t  l i v e r  

c y t o p l a s m ,  a v e r y  m a rk e d  t r a n s f e r  o f  ^^P f ro m  t h e  r a d i o a c t i v e  

c y t o p l a s m  to  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  th e  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  

w as  o b t a i n e d  ( T a b le  1 3 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c y t o p l a s m
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c o n t a i n s  some a c t i v e  p r e c u r s o r  o f  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s ,  and  

t h a t  on ce  t h e  n u c l e i c  a c i d s  h a v e  b e e n  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  

n u c l e u s ,  t h e y  c a n n o t  d i f f u s e  o u t  t h r o u g h  t h e  n u c l e a r  membrane* 

The r e s u l t s ,  o b t a i n e d  when r a t  s p l e e n  ( T a b l e  14) an d  

b a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  ( T a b le  15)  w ere  u s e d ,  c o n f i r m  t h a t  

t h e r e  i s  a  t r a n s f e r  o f  r a d i o a c t i v e  compounds f ro m  t h e  c y t o p l a s m  

i n t o  t h e  n u c l e u s  w h e re  t h e y  a r e  u s e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e
r z o

n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s .  H ow ever ,  when t h e  t r a n s f e r  o f  P f ro m  

t h e  n u c l e u s  t o  t h e  c y t o p l a s m  o f  t h e s e  t i s s u e s  was e x a m in e d ,  

t h e  r e s u l t s  a t  f i r s t  a p p e a r e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  n u c l e u s  was 

a c t i n g  a s  a s o u r c e  o f  c y t o p l a s m i c  RNA. C h r o m a to g r a p h y  o f  t h e  

b a s e s  * o b t a i n e d  f ro m  t h e  c y t o p l a s m i c  n u c l e i c  a c i d  o f  r a t  s p l e e n  

t i s s u e ,  h o w e v e r ,  showed t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  b a s e  t h y m i n e  ( T a b le  

1 6 ) .  Thymine can  b e . d e r i v e d  o n l y  f ro m  DNA, w h ic h  i n  t u r n  

c o u l d  be  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  o n l y  i f  a u t o l y s i s  

o f  t h e  n u c l e i  o c c u r r e d  d u r i n g  i n c u b a t i o n .  C o n s e q u e n t l y ,  i f  

n u c l e a r  DNA was d e t e c t e d  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  n u c l e i c  a c i d  f r a c ­

t i o n  o f  s p l e e n  h o m o g e n a t e s ,  t h e r e  m u s t  be  some n u c l e a r  RNA a l s o  

p r e s e n t ,  s i n c e  i t  w o u ld  be  r e l e a s e d  f ro m  t h e  n u c l e i  b y  a u t o l y s i s  

a t  t h e  same t i m e .  The a c t i v i t y  d e t e c t e d  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA 

f r a c t i o n  o f  s p l e e n ,  when n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m  was i n c u b a t e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  r a d i o a c t i v e  n u c l e i ,  c a n  t h e r e f o r e  be 

a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  r e l e a s e  o f  a c t i v e  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s .

^#hen n o n - r a d i o a c t i v e  s ry to p la s m  f r o m  r a b b i t  i n t e s t i n a l
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m ucosa  was i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  r a d i o a c t i v e  n u c l e i ,  

t h e  r e s u l t s . : c a n n o t  be  e x p l a i n e d  on t h i s  b a s i s ,  s i n c e  no 

t h y n i n e  was d e t e c t e d  when t h e  b a s e s  d e r i v e d  f ro m  t h e  c y t o p l a s m i c  

n u c l e i c  a c i d s  w e re  s e p a r a t e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y .  The r a t i o s  

o f  t h e  b a s e s  o b t a i n e d  on c h r o m a t o g r a p h y ,  h o w e v e r ,  s u g g e s t  t h a t  

t h e r e  h a s  b e e n  some en z y m ic  r e a c t i o n  t a k i n g  p l a c e , o t h e r  t h a n  

s t r a i g h t f o r w a r d  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s ,  s i n c e  t h e r e  i s  a  r i s e  

i n  t h e  r e l a t i v e  am oun t  o f  c y t o s i n e  an d  u r a c i l  p r e s e n t  a l t h o u g h  

t h e r e  i s  no  c h a n g e  i n  t h e  r e l a t i v e  am o u n ts  o f  a d e n i n e  a n d  

g u a n i n e  f o u n d  ( T a b l e  1 6 ) .  O t h e r  t h a n  t h i s  r e d i s t r i b u t i o n  o f  

t h e  r e l a t i v e  am o u n ts  o f  b a s e s  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA, t h e r e  

i s  no e v i d e n c e  f o r  a u t o l y s i s  o f  t h e  n u c l e i  d u r i n g  i n c u b a t i o n  o f  

t h e  i n t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n ts  o f  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m u c o s a .  I t  

w o u ld  s e e m ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  i n  t h e  c a s e  o f  i n t e s t i n a l  m ucosa  

t h e r e  i s  some e v i d e n c e  o f  a t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  f ro m  t h e  

n u c l e u s  t o  t h e  c y t o p l a s m i c  RNA.

The e f f e c t  o f  c y a n i d e  on t h e  t r a n s f e r  o f  f r o m  t h e

r a d i o a c t i v e  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  c y t o p l a s m  t o  n o n - r a d i o a c t i v e

r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  n u c l e i  ( T a b l e  17 ) i n d i c a t e s  t h a t  t h e

t r a n s f e r  m e c h a n ism s  i n v o l v e d  a r e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  c y to c h r o m e

s y s t e m s .  F i n d l a y  e t  a l .  (1 9 6 3 )  show ed t h a t  t h e  in c o rp o ra t io n " *
32o f  P i n t o  t h e  RNA o f  c a t  b r a i n  s l i c e s  i s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  

a b o l i s h e d  b y  a d d i t i o n  o f  c y a n i d e  t o  t h e  m edium . G o l d w a s s e r  

(1953)  f o u n d  t h a t  c y a n i d e  h a d  t h e  same e f f e c t  on t h e  i n c o r ­

p o r a t i o n  o f  l a b e l l e d  a d e n i n e  i n t o  r a t  l i v e r ,  r a t  s p l e e n  a n d
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p i g e o n  l i v e r  s l i c e s  a n d  i n t o  p i g e o n  l i v e r  h o m o g e n a t e s .  I t  

s e e m s , t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  f ro m  t h e  

c y t o p l a s m  i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  n u c l e u s  i s  c o n t r o l l e d  

b y  d i f f e r e n t  m e c h an ism s  f r o m  t h o s e  i n v o l v e d  i n  t h e  I n c o r p o r a t i o n  

o f  p r e c u r s o r s  i n t o  th e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  c e l l .  I t  a l s o  

s u g g e s t s  t h a t  c y a n i d e  i n h i b i t i o n  a f f e c t s  p r e f e r e n t i a l l y  th e  

m e c h a n ism  o f  i h c o r p o r a t i o n  o f  t h e  l a b e l l e d  compounds i n t o  

p r e c u r s o r s  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d s .

When t h e  t r a n s f e r  o f  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s  f ro m  

d i f f e r e n t  r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  to  n o n - r a d i o a c t l v e  

n u d e  if o f  r a b b i t  l i v e r  was i n v e s t i g a t e d  ( T a b l e  1 8 ) ,  i t  was 

f o u n d  t h a t ,  o f  a l l  t h e  p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n s ,  r a d i o a c t i v e  

c e l l  s a p  was t h e  b e s t  s o u r c e  o f  t r a n s f e r a b l e  p h o s p h o r u s  f o r  

t h e  s y n t h e s i s  o f  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s .  The p r e s e n c e  o f  

n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  r e d u c e d  t h e  am ount  o f  

p h o s p h o r u s  t r a n s f e r r e d  f ro m  t h e  c e l l  s a p  t o  t h e  n u c l e u s .  T h i s  

e f f e c t  was p o s s i b l y  due  t o  t h e  d i l u t i o n  o f  t h e  p r e s e n t ,

o r  more p r o b a b l y  t o  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  P f r o m  t h e  r a d i o a c t i v e  

c e l l  s a p  t o  t h e  n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  t h e m ­

s e l v e s ,  s i n c e  t h e  c e l l  s a p  i s  t h e  m o s t  l i k e l y  s o u r c e  o f  p h o s ­

p h o r u s  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  c o m p o n e n ts  o f  th e  c y t o p l a s m i c  

p a r t i c l e s ,

R a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  w o u ld  n o t  a p p e a r  t o  

b e  a  good s o u r c e  o f  t r a n s f e r a b l e  ^^P f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  n u c l e a r



“ 1 1 4 :  “

RNA, e i t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l  

s a p .  H o w ev er ,  t h e y  a p p e a r  t o  a c t  a s  a  s o u r c e  o f  t r a n s f e r a b l e  

p h o s p h o r u s  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  n u c l e a r  DNA. I t  may be  c o n ­

c l u d e d  f r o m  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  t h e  p h o s p h o r u s  r e q u i r e d  

f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  n u c l e a r  RNA a n d  DNA i s  d e r i v e d  f ro m  

d i f f e r e n t  s o u r c e s .

The r e s u l t s ,  shown i n  T a b le  1 8 ,  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

s o l u b l e  p h o s p h o r u s  compounds o f  t h e  c e l l  s a p  w e re  t h e  m o s t  

l i k e l y  s o u r c e s  o f  p h o s p h o r u s  f o r  t r a n s f e r  f r o m  t h e  c e l l  s a p  

i n t o  t h e  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s .  I n  o r d e r  t o  t e s t  t h i s  h y p o ­

t h e s i s ,  t h e  c e l l  s a p  was d i a l y s e d  a g a i n s t  w a t e r  a n d  t h e  d i a ­

l y s e d  c e l l  s a p  an d  d i a l y s a t e  f r o m  r a d i o a c t i v e  r a b b i t  l i v e r  

t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t i e s  t o  t r a n s f e r  p h o s p h o r u s  t o  t h e  

n u c l e u s . The r e s u l t s  shown i n  T a b le  19 a n d  F i g u r e  1 3 ,  show 

t h a t  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  p h o s p h o r u s  f r o m  t h e  c e l l  s a p  t o  t h e  

n u c l e u s  r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  t h e  d i a l y s a t e  a n d  t h e  

d i a l y s e d  m a t e r i a l . I t  may b e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h i s  t r a n s f e r  

o f  p h o s p h o r u s  i s  h o t  s i m p l y  a  d i f f u s i o n  e f f e c t ,  b u t  i s  u n d e r  

t h e  c o n t r o l  o f  one o r  more en z y m e s .

The s o u r c e s  o f  t r a n s f e r a b l e  p h o s p h o r u s  was f u r t h e r  

i n v e s t i g a t e d  b y  s t u d y i n g  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  f ro m  t h e  

d i f f e r e n t  p h o s p h o r u s  f r a c t i o n s  p r e p a r e d  f ro m  r a d i o a c t i v e  c e l l  

s a p .  From T a b l e  20 an d  F i g u r e  1 4 ,  i t  was c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

a c i d  s o l u b l e  p h o s p h o r u s  com pounds ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  

a c i d  s o l u b l e  o r g a n i c  p h o s p h o r u s  co m p o u n d s ,  c o u l d  a c t  a s  a
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s o u r c e  o f  p h o s p h o r u s  f o r  t r a n s f e r  f r o m  t h e  c e l l  s a p  i n t o  t h e  

n u c l e a r  DhA. T h e s e  o r g a n i c  p h o s p h o r u s - c o n t a i n i n g  compounds 

i n c l u d e  many m o n o n u c l e o t i d e s .  The r e s u l t s  a l s o  s u g g e s t  t h a t  

t h e s e  a c i d  s o l u b l e  compounds w ere  n o t  a good  s o u r c e  o f  p h o s ­

p h o r u s  f o r  t r a n s f e r  f ro m  t h e  c e l l  s a p  i n t o  t h e  n u c l e a r  R^A.

S i e b e r t  e t  a l .  (1963)  showed t h a t  i s o l a t e d  p i g  k i d n e y

n u c l e i ;  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  o t h e r  i n t r a c e l l u l a r  f r a c t i o n ,
•2 0

w ere  c a p a b l e  o f  i n c o r p o r a t i n g  i n o r g a n i c  '"P i n t o  t h e  RNA an d

DR A o f  t h e  n u c l e u s .  T h i s  was a l s o  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  p r e -

l i p i n a r y  e x p e r i m e n t s  o f  t h e  p r e s e n t  s e r i e s  ( E x p e r i m e n t  Ro.  8 ,

T a b l e  1 2 ) .  The a d d i t i o n  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p  g r e a t l y
32e n h a n c e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  i n o r g a n i c  "P, b u t  e v e n  s o ,  

t h e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  DMA was n o t  a s  g r e a t  a s  when r a d i o ­

a c t i v e  a c i d  s o l u b l e  p h o s p h o r u s  compounds w e r e  u s e d  a s  a  s o u r c e  

o f  p h o s p h o r u s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  o r g a n i c  p h o s p h o r u s  

c o m p o u n d s p r o b a b l y  t h e  s o l u b l e  n u c l e o t i d e s ,  a c t  a s  p r e c u r s o r s .

I t  i s  s u g g e s t e d  b y  t h e  r e s u l t s ,  shown i n  T a b l e  21 a n d  

F i g u r e  1 5 ,  t h a t  p h o s p h o l i p i d s  may a c t  a s  a s o u r c e  o f  p h o s p h o r u s  

f o r  t r a n s f e r  i n t o  t h e  n u c l e a r  RRA. T h i s  w o u ld  b e  i n  k e e p i n g  

w i t h  t h e  v ie w s  o f  B r a c h a t  (1950)  who p o s t u l a t e d  t h a t  l i p i d  

p h o s p h o r u s  was a p r e c u r s o r  o f  RRA. H o w ev er ,  t h e  n u c l e i  i s o l a t e d  

a f t e r  i n c u b a t i o n ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p h o s p h o l i p i d s ,  c o n t a i n e d  

l a r g e  am o u n ts  o f  a d s o r b e d  l i p i d  m a t e r i a l ,  a n d  a s  h a s  p r e v i o u s l y  

b e e n  p o i n t e d  o u t ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  a d s o r b e d  l i p i d  o r
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i t s  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  c o u l d  g i v e  r i s e  t o  t h e  a c t i v i t i e s

n o t e d  i n  t h e  n u c l e a r  RNA f r a c t i o n .
11

L a n g ,  S i e h e r t  a n d  R o s s r n u l l e r  (1 9 5 3 )  h a v e  a l s o  i n v e s ­

t i g a t e d  p h o s p h o l i p i d  a s  a  p r e c u r s o r  o f  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s ,  

b u t  t h e y  w e re  u n a b l e  t o  d e t e c t  a n y  i n c o r p o r a t i o n ^ - o f  i n t o

t h e  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s .  H ow ever ,  i n  t h e i r  e d tp e r im e n t s  

i s o l a t e d  p i g  k i d n e y  n u c l e i  w ere  i n c u b a t e d  w i t h  r a d i o a c t i v e  

p h o s p h o l i p i d  m a t e r i a l ,  w i t h o u t  a n y  a d d e d  c e l l  s a p .  I t  may 

be  t h e  c a s e  t h a t  t h e  c e l l  s a p  c o n t a i n s  enzym es  w h ic h  h y d r o l y s e  

t h e  p h o s p h o l i p i d  t o  some more r e a d i l y  a c c e p t a b l e  p h o s p h o r u s  

d o n o r ,  o r  p r e c u r s o r  f o r  n u c l e a r  RNA s y n t h e s i s .

Vi/hen r a d i o a c t i v e  RNA was i n c u b a t e d  w i t h  n o n - r a d i o ­

a c t i v e  n u c l e i ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  ( T a b l e  S I  and  F i g u r e  15) 

show t h a t  t h e r e  i s  a p p a r e n t  u p t a k e  o f  F i n t o  t h e  n u c l e a r  RNA 

a n d  DNA f r a c t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a d d e d  c e l l  

s a p .  A l t h o u g h  t h e s e  r e s u l t s  seem  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c e l l  

s a p  RNA was a c t i n g  a s  a  d o n o r  o f  p h o s p h o r u s  f o r  i n c o r p o r a t i o n  

o f  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s ,  i t  i s  more p r o b a b l e  t h a t  t h e y  a r e  

due  e n t i r e l y  t o  t h e  a d s o r p t i o n  o f  t h e  r a d i o a c t i v e  RNA on t o  

t h e  n u c l e u s ,  a n d  s u b s e q u e n t  e s t i m a t i o n  o f  t h e  a d s o r b e d  m a t e r i a l  

a s  b e i n g  d e r i v e d  f ro m  t h e  n u c l e u s .  I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  

t h a t  t h e  u p t a k e  n o t e d  i n  t h e  DNA f r a c t i o n  o f  t h e  n u c l e u s  i n  

a b s e n c e  o f  a d d e d  c e l l  s a p ,  i s  t r u e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  n o t  due t o  

a d s o r p t i o n  e f f e c t s .  A g a i n ,  t h i s  w o u ld  b e  i n  k e e p i n g  w i t h  t h e
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h y p o t h e s i s  p u t  f o r w a r d  b y  B r a c h e t  ( l 9 5 0 )  who p o s t u l a t e d  t h a t  

RNA was c o n v e r t e d  t o  DNA i n  t h e  n u c l e u s .

F r a c t i o n a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p  i n t o  p r o t e i n  

f r a c t i o n s ,  b y  means o f  ammonium s u l p h a t e ,  shows t h a t  t h e  t h r e e  

p r o t e i n . ; f r a c t i o n s  o b t a i n e d  d i f f e r  f ro m  e a c h  o t h e r  an d  f r o m  

w h o le  c e l l  s a p  i n  t h e i r  a b i l i t i e s  t o  t r a n s f e r  p h o s p h o r u s  t o  t h e  

n u c l e a r  RNA a n d  DNA ( T a b le  2 2  a n d  F i g u r e  1 6 ) ,  T h e s e  o b s e r ­

v a t i o n s  d e f i n i t e l y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  f ro m  

t h e  c e l l  s a p  t o  t h e  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s  i s  an  en z y m ic  p r o c e s s ,  

an d  t h a t  d i f f e r e n t  m ech an ism s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  t r a n s f e r  t o  

RNA a n d  DNA o f  t h e  n u c l e u s .  F r a c t i o n  I  o f  t h e  c e l l  s a p  w o u ld  

a p p e a r  to  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  t o  t h e  

n u c l e a r  DNA, w h i l e  F r a c t i o n s  I I  a n d  I I I  a p p a r e n t l y  c o n t r o l  t h e  

t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  t o  t h e  n u c l e a r  RNA.

lü io u v i n e  a n d  M o r t r e u i l  ( 1 9 5 4 )  ̂ i n  t h e i r  w o rk  on t h e  
32i n c o r p o r a t i o n  o f  P i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  l i v e r  s l i c e s  

f r o m  n o r m a l  and  G u e r i n  t u m o u r - b e a r i n g  r a t s ,  a l s o  came t o  t h e  

c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  m e ch an ism  o f  s u p p l y i n g  p h o s p h o r u s  f o r  t h e  

s y n t h e s i s  o f  t h e  two t y p e s  o f  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s  was an 

en z y m ic  p r o c e s s  an d  t h a t  two d i f f e r e n t  p a t h w a y s  w e re  i n v o l v e d .

I t  i s  a  r e a s o n a b l e  s u p p o s i t i o n  t h a t  two s u c h  m ech an ism s  do • 

e x i s t ,  s i n c e  i n  v i v o  s t u d i e s  h a v e  shown t h a t  n u c l e a r  RNA a n d  

DNA i n c o r p o r a t e  l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  a t  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  r a t e s . 

Throughput t h e  p r e s e n t  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  i t  h a s  a l s o  b e e n
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a p p a r e n t  t h a t  n u c l e a r  RNA an d  DNA r e q u i r e  d i f f e r e n t  s o u r c e s  o f  

p h o s p h o r u s  f o r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e i r  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e .

In  a r e c e n t  p a p e r ,  B rawerm an a n d  C h a r g a f f  (1 9 5 4 )  r e ­

p o r t e d  t h a t  t h e y  w e r e  a b l e  t o  o b t a i n  f ro m  r a t  l i v e r  e x t r a c t s  

enzym es  w h ic h  w e r e  c a p a b l e  o f  t r a n s f e r r i n g  p h o s p h o r u s  f ro m  

s o d iu m  m o n o - p h e n y l p h o s p h a t e  t o  c e r t a i n  n u c l e o s i d e s .  T h e s e  n u c l e a  

s i d e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e s ,  t h e y  c l a i m e d ,  w ere  i m p o r t a n t  i n  t h e  

s y n t h e s i s  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  t h e  c e l l , The e f f e c t w  w h ic h  

h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  o f  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s ­

p h o r u s  f r o m  t h e  c e l l  s a p  o f  r a b b i t  l i v e r  to  t h e  n u c l e i  o f  t h e  

same t i s s u e ,  may w e l l  b e  due t o  t h e  a c t i o n  o f  t h e s e  n u c l e o s i d e

p h o s p h o t r a n s f e r a s e s .  I t  w o u l d  be p o s s i b l e  t o  e x p l a i n  t h e  i n c o r -  
3 2p o r a t i o n  o f  P i n t o  t h e  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s  o b t a i n e d  when 

i s o l a t e d  n u c l e i  w e re  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  d i f f e r e n t  

p r o t e i n  f r a c t i o n s  o f  c e l l  s a p .  The r e s u l t s  o b t a i n e d  when h u n l e i  

w e re  i n c u b a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  l a b e l l e d  compounds i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  c e l l  s a p  c o u l d  e a s i l y  be  e x p l a i n e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  s u c h  

p h o s p h o t r a n s f e r a s e s ,  h o w e v e r ,  i t  w o u ld  n o t  a c c o u n t  f o r  some o f  

t h e  r e s u l t s  o b s e r v e d  when no c e l l  s a p  was a d d e d .  The d i a l y s i s  

e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk  do i n d i c a t e  t h a t  t h e  

t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  i n t o  th e  n u c l e u s  i s  a n  e n z y m ic  p r o c e s s ,  

a n d  t h i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  b y  t h e  e v i d e n c e  o b t a i n e d  when 

d i a l y s e d  c e l l  s a p  was s e p a r a t e d  i n t o  p r o t e i n  f r a c t i o n s  b y  

ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n a t i o n .
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Suitnmary.

32
1 . The i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  p h o s p h o r u s  ( P) i n t o  

t h e  p h o s p h o l i p i d s  a n d  r i b o n u c l e i c  a c i d  (RNA) o f  t h e  I s o l a t e d  

n u c l e i ,  m i t o c h o n d r i a ,  m ic ro s o m e s  a n d  c e l l  s a p  a n d  i n t o  t h e  

d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  (DNA) o f  t h e  I s o l a t e d  n u c l e i  o f  r a b b i t  

l i v e r  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  a t  v a r i o u s  t i m e  i n t e r v a l s  a f t e r  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .  ' The n u c l e a r  RNA show ed  a 

g r e a t e r  u p t a k e  o f  ^^P t h a n  was f o u n d  i n  t h e  RNA o f  t h e  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  The u p t a k e  o f  i n t o  t h e  RNA was 

a p p r o x i m a t e l y  t h e  same i n  t h e  d i f f e r e n t  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  

Maximum i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  RNA o f  a l l  f r a c t i o n s  o c c u r r e d  

a b o u t  24 h o u r s  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  I s o t o p e .  The 

i n c o r p o r a t i o n  o f  32p i n t o  t h e  DNA was v e r y  low  an d  t h e  

maximum was r e a c h e d  a b o u t  18 h o u r s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n .

2 .  The i n c o r p o r a t i o n  o f  i n t o  t h e  p h o s p h o l i p i d s  a n d  RNA 

o f  t h e  l i v e r  ' c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  o f  f o w l s ,  i n  d i f f e r e n t  

p h y s i o l o g i c a l  s t a t e s , was s t u d i e d .  No c o r r e l a t i o n  was f o u n d  

b e t w e e n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  b i r d s  an d  t h e  i n c o r ­

p o r a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e .

3 .  An i o n o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  o f  t h e  RNA 

f r a c t i o n s  o f  r a b b i t  a n d  f o w l  l i v e r s  was c a r r i e d  o u t .  I t  was 

f o u n d  t h a t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  o f

a n y  one RNA f r a c t i o n  w e re  a l l  o f  t h e  same o r d e r .
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4 .  The I n  v i t r o  i n c o r p o r a t i o n  o f  i n o r g a n i c  F i n t o  t h e  RNA 

o f  s u c r o s e  h o m o g e n a t e s  o f  r a t  l i v e r  was i n v e s ^ t i g a t e d .  Such 

r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  w e re  f o u n d  t o  be c a p a b l e  o f  i n c o r p o r a t i n g

i n t o  RNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP, DPN, c y to c h r o m e  c ,

NagPIPO^ a n d  MgClg.

5 .  I t  was f o u n d  t h a t  i s o l a t e d  n u c l e i  a n d  w h o le  c y t o p l a s m  o f
3 Pr a t  l i v e r  w e r e  e a c h  a b l e  t o  i n c o r p o r a t e  "F i n t o  t h e i r  RNA 

f r a c t i o n s  on  i n c u b a t i o n .  I n c o r p o r a t i o n  o f  i n o r g a n i c  ^^P i n t o  

t h e  RNA o f  i s o l a t e d  m i t o c h o n d r i a  was a l s o  d e m o n s t r a t e d ,  b u t  

no  u p t a k e  o f  ^^P i n t o  t h e  RNA o f  i s o l a t e d  m ic ro s o m e s  o r  c e l l  

s a p  was o b s e r v e d ,

6 . The t r a n s f e r  o f  ^^P f ro m  r a d i o a c t i v e  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  

i n t o  n o n - r a d i o a c t i v e  c e l l u l a r  f r a c t i o n s  o f  r a t  l i v e r ,  r a t  

s p l e e n ,  r a b b i t  l i v e r  a n d  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m ucosa  was 

i n v e s t i g a t e d ,

7 .  U s i n g  r a t  l i v e r ,  r a t  s p l e e n  and  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m u c o s a ,
3 2i t  was f o u n d  t h a t  t h e r e  was a  t r a n s f e r  o f  P f r o m  r a d i o a c t i v d  

w h o le  c y t o p l a s m  i n t o  t h e  n u c l e i c  a c i d s  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  

n u c l e i .  No e v i d e n c e  was o b t a i n e d  f o r  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s ­

p h o r u s  f r o m  r a d i o a c t i v e  r a t  l i v e r  n u c l e i  i n t o  t h e  RNA o f  

n o n - r a d i o a c t i v e  r a t  l i v e r  c y t o p l a s m .  H ow ever ,  i n  r a t  s p l e e n  . 'and 

r a b b i t  i n t e s t i n a l  m u c o s a ,  i t  was o b s e r v e d  t h a t  some t r a n s f e r  

o f  ^^P f r o m  t h e  r a d i o a c t i v e  n u c l e i  t o  n o n - r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m  

o c c u r r e d .
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8 . The t r a n s f e r  o f  f ro m  r a d i o a c t i v e  c y t o p l a s m  t o  n o n ­

r a d i o a c t i v e  n u c l e i  o f  r a b b i t  i n t e s t i n a l  m u cosa  was n o t  i n ­

h i b i t e d  b y  c y a n i d e .

9 .  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h o r u s  f r o m  r a d i o ­

a c t i v e  c y b o p l a s m i c  co m p o n en ts  t o  n o n - r a d i o a c t  i v e  n u c l e i  o f  

r a b b i t  l i v e r  shov/ed t h a t  c e l l  s a p  was t h e  b e s t  d o n o r  o f  

p h o s p h o r u s  f o r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s ,

1 0 .  D i a l y s i s  o f  r a d i o a c t i v e  c e l l  s a p ,  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  

w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i  o f  r a b b i t  l i v e r ,  p a r t i a l l y  i n ­

h i b i t e d  t h e  t r a n s f e r  o f  ^^P i n t o  t h e  n u c l e a r  n u c l e i c  a c i d s ,

1 1 .  V a r i o u s  p h o s p h o r u s  compounds, o f  t h e  r a d i o a c t i v e  c e l l  

s a p  w e re  i n v e s t i g a t e d  a s  p o s s i b l e  d o n o r s  o f  p h o s p h o r u s  f o r  

i n c l u s i o n  i n t o  t h e  MA an d  DNA o f  t h e  n u c l e u s ,

1 2 . T h re e  p r o t e i n  f r a c t i o n s  w e re  o b t a i n e d  f ro m  r a d i o a c t i v e  

c e l l  s a p ,  b y  ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n a t i o n .  I t  was 

d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e y  d i f f e r e d  i n  t h e i r  a b i l i t i e s  t o  p ro m o te  

t h e  t r a n s f e r  o f  ^^P t o  t h e  RNA a n d  DNA o f  t h e  n u c l e u s .
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