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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykutly sag honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy =zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-
wek nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interliniag, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w peinym brzmieniu) i na-
zwiska autoréw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdziaty w teks$cie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska a podroz-
dziaty— arabska. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-

sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekscie nalezy odwotaé sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy ().

Powotujgc sie na literature nalezy podaé w tek$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatacznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalaczniki nalezy oznaczyé
u gory nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawieraé¢ nagtowek opisujacy jej tres¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Fodpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisaé
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,goére” i ,,dét”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
slronach maszynopisu, w a”abetycznej kolejnosci nazwisk autorow.
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EUGENIUSZ GASIOR *

Niektére problemy translacji kodu genetycznego
Some Problems of the Genetic Code Translation

Recent data concerning the transfer step in protein synthesis is reviewed. The
function of enzymes engaged in peptide bond synthesis and ribosome movement,
as well as the process of chain initiation and termination are discussed.

W ostatnich latach obserwuje sie niezwykle szybki postep badan nad
biosyntezg biatka. W literaturze obcej (100, 102, 142), oraz w Postepach
Biochemii ukazato sie wiele przegladowych artykutéw omawiajacych za-
gadnienia biosyntezy biatek (87, 158, 159), kodu genetycznego (87, 158,
173) oraz struktury i funkcji rybosomoéw (57, 125). Niniejszy artykut sta-
nowi omdéwienie etapu przeniesienia reszty aminokwasowej z aminoacylo-
-tRNA na rybosomy z jednoczesnym utworzeniem wigzania peptydowego.

I. Aminoacylo-tRNA transferazy

Produktem reakcji aktywacji aminokwaséw jest aminoacylo-tRNA.
W procesie syntezy biatka reszta aminokwasowa tego kompleksu przeno-
szona jest enzymatycznie na rybosomy i wbudowywana do tworzacego
sie polipeptydu (61, 68). Blizsze badania wykazaty w kazdym badanym
dotagd materiale obecno$¢ conajmniej dwoch frakcji aktywnych w reakcji
»transferazowej

Fessenden i Moldave (41, 42) za pomocg frakcjonowania siar-
czanem amonu wyodrebnili z watroby szczura dwie frakcje enzymatycz-
ne: transferaraze | i Il. Otrzymane preparaty byty bardzo labilne i sto-

*

Doc. dr, Katedra Mikrobiologii Ogdlnej Uniwersytetu Marii Curie-Sktodow-
skiej w Lublinie

Wykaz uzywanych skrétow: A, C, G, U, T — oznaczajg odpowiednie mononu-
kleotydy: adenylowy, cytydylowy, guanylowy, urydylowy i tymidylowy, CCA — kon-
cowy fragment czeSci akceptorowej tancucha sRNA, x— 5-rybozylouracyl, GMP-
-PCP — 5-guanylometylenodwufosfonian, DEAE i TEAE— odpowiednio dwu- i tréj-
etyloaminoetylocelulozy
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sowana procedura izolowania nie dawata powtarzalnych wynikdéw.
W 1985 roku Gagsior i Moldave (49, 50) opisali nowag wydajng me-
tode wyodrebniania transferaz wzglednie stabilnych. Wstepnie oczysz-
czone na zelu fosforanowo-wapniowym enzymy sgczono przez Sephadex
G-200 uzyskujgc catkowite rozdzielenie obu czynnikéw enzymatycznych
i ich kilkudziesieciokrotne oczyszczenie. W 1967 roku Klink i wsp.
(81, 82) uzywajac chromatografii na TEAE-celulozie uzyskali réwniez
dwie transferazy z watroby szczura a takze wotu (czynnik F-1 i F-II)
0 wiasnos$ciach podobnych do preparatéw rozdzielonych na zelu Sepha-
dex (50). Z doSwiadczen Suttera i wsp. (155, 156) oraz Kl inka
1 wsp. (81, 82) wynika, ze transefaza Il i czynnik F-1 sa aktywowane
zwigzkami sulfhydrylowymi. Zwigzki te prawdopodobnie aktywuja
GTP-aze wystepujacg w preparatach tych enzymoéw. Watrobowe trans-
ferazy posiadajg nature komplementarng. Ktérykolwiek z enzyméw uzy-
ty oddzielnie nie katalizuje reakcji przeniesienia aminokwasu do biatka.

W latach 1962—64 otrzymano (6, 7) dwie transferazy z retikulocytéw
krolika, ktdre oczyszczono cze$ciowo za pomocg adsorbcji na zelu fosfo-
ranowo-wapniowym i chromatografii na DEAE-celulozie. Transferazy te:
TF-1 i TF-2 odpowiadaja transferazie I i Il watroby.

W 1963 roku w pracowni Lip mann a (2, 111, 112, 114) wyizolo-
wano z Escherichia coli dwa czynniki biatkowe A i B o funkcjach analo-
gicznych do transferaz z tkanek zwierzecych. CzeSciowo oczyszczone pre-
paraty wykazywaty nature komplementarng. Niezaleznie od witasnosci
transferazowych czynnik B wykazywat wihasnosci GTP-azy. Czynnik A
byt stabilny, podczas gdy czynnik B ulegat szybkiej inaktywacji cieplnej.
W 1966 roku Nishizuka i Lipmann (117) stosujagc inng metode
rozdzielania i oczyszczania otrzymali dwie komplementarne frakcje T
i G owtlasnosciach podobnych do czynnikéw A i B. Czynnik T okazat sie
jednak bardzo labilny, G natomiast trwaty. Takie odwrdcenie stabilnosci
preparatow nasuwalo przypuszczenie, ze istnieje czynnik labilny wyste-
pujacy w zaleznosci od uzytej procedury badz we frakcji B badz T. Czyn-
nik ten otrzymali Lucas-Lenard i Lipmann (93) z Pseudomo-
nas fluorescens. Frakcja T na zelu Sephadex G-200 rozdzielata sie¢ na dwa
aktywne czynniki: Ts— stabilny i Tu— niestabilny. Wedtug tych auto-
réw czynnik Az E. coli bytby rownowazny Ts z P. fluorescens, za§ B —
czynnikom G i Tu. Bakteryjne czynniki katalizujace przeniesienie amino-
kwasu nazwano czynnikami polimeryzujagcymi.

Ostatnio Ayuso i Heredia (8) otrzymali z czeSciowo oczyszczo-
nego materiatu (64) drozdzy dwie, a Richter i Klink (133) trzy
frakcje enzymOw przenoszacych.

Rola poszczegolnych transferaz nie jest doktadnie poznana, jednak
wiele danych doswiadczalnych wskazuje na funkcje petnione przez nie-
ktore z nich.
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Il. Synteza wigzania peptydowego

1. Wigzanie aminoacylo-tRNA z rybosomami

Synteza wigzania peptydowego jest procesem ziozonym i obejmuje
szereg reakcji. Pierwszg z nich jest zwigzanie aminoacylo-tRNA z rybo-
somami. Polega ono na specyficznym tworzeniu sie par kodon-antykodon
jak i na tworzeniu wigzan niespecyficznych

Proces translacji kodu genetycznego jest zapoczatkowany przez utwo-
rzenie komplementarnego potgczenia pomiedzy tréjka zasad (kodonem)
informacyjnego RNA (mRNA) zwigzanego z podjednostkg 30S rybosomu,
a odpowiednim trypletem (antykodonem) aminoacylo-tRNA. Zastosowa-
nie przez Khorane i wsp. (80, 146, 147) syntetycznych oligo- i poli-
rybonukleotydow o znanym sktadzie i sekwencji zasad pozwolito na pra-
wie jednoznaczne okreSlenie poszczegélnych trypletdw kodujacych ami-
nokwasy. Tryplety oznaczone technika sagczkowg Nirenberga i Le-
dera (115) oraz Khorany i wsp. (146, 147) zestawiono w tablicy 1.
Te niezaleznie prowadzone badania wykazaly prawie catkowitag zgodnosé

wynikow. Tablica 1
Skiad tréjek kodujacych i odpowiadajace im aminokwasy
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Reguta komplementacji zasad (116, 146, 148) dotyczy jedynie dwoch
pierwszych zasad kodonu. Wedlug Cricka (31) mozliwo$¢ rozpozna-
wania réznigcych sie trzecig zasadg kodondéw przez ten sam antykodon
zwigzana jest z tworzeniem sie ,nieklasycznych” par zasad. Na przykiad
guanina tworzgca ,klasyczng” pare z cytozyng moze tworzy¢ nieklasycz-
ne potaczenie z uracylem. Podobnie wystepujaca w antykodonach kilku
akceptorowych tRNA hipoksantyna tworzy pary z uracylem, cytozyng
i adening (tablica 2). Obserwuje sie zwykle tréjki typu: XYU i XYC,
oraz XYA i XYG, gdzie X i Y oznaczajg dowolne zasady purynowe i pi-
rymidynowe. Dla niektdrych aminokwasOw istniejg cztery tryplety sy-
nonimowe réznigce sie zasadg w pozycji 3 trojki kodujacej (tablica 2).
Z badan Holley’a i wsp. (69) nad oczyszczonym tRNA makceptorem
alaniny wynika, ze jego antykodon o skiadzie IGC rozpoznaje kodony:
GCU, GCC, GCA. Jesli w tryplecie kodujagcym zmieniona bedzie pierw-
sza zasada, kodon ten rozpoznawany bedzie przez inny tRNA niz w przy-
padku zmiany zasady w trzeciej pozycji (148). Ttumaczy¢ to moze zja-
wisko niejednoznacznosci kodu genetycznego, a jednocze$nie wyjasniac
fakt wystepowania w komoérce kilku tRNA jako akceptoréw danego ami-
nokwasu.

Tablica 2

Tworzenie par pomiedzy zasadami kodonu i antykodonu (31)
zgodnie z hipotezg tolerancji Cricka (wobble hypothesis)

Zasady antykodonu Zasady w 3 pozycji kodonu
U A
G
C G

>
C

> O

Wigzania wodorowe pomiedzy kodonem i antykodonem nie zapewnia-
ja trwatosci kompleksu rybosomy-mRNA-aminoacylo-tRNA. Przenoszacy
kwas rybonukleinowy wigze sie dodatkowo z rybosomami w sposéb nie-
zalezny od mRNA i aminokwasu, niezbedna jest jednak obecno$¢ kon-
cowej trojki nukleotydow — CCA (15, 55). Sugeruje sie rowniez, ze pen-
tanukleotyd CTI*CG wystepujacy we wszystkich badanych dotad sRNA
moze uczestniczy¢ w wigzaniu ich z rybosomami (142, 183).

Wigzanie aminoacylo-tRNA z rybosomami, zaréwno specyficzne jak
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i niespecyficzne, zalezy od pierwszo- i drugorzedowej struktury tRNA.
Modyfikacja aminokwasu uprzednio przytgczonego do SRNA nie wptly-
wa na proces wigzania tego kompleksu. Na przyktad alanina zwigzana
z tRNA — akceptorem cysteiny (20), DOPA-tRNA powstaty w wyniku
utlenienia tyr-tRNA, czy wreszcie mieszane hybrydy szczawiooctanAsp,
otrzymane przez transaminacje kwasu asparaginowego zwigzanego z od-
powiednim tRNA (160), byty przytagczane do rybosomoéw, a takze whbu-
dowywane w biatko (20). W pracowni Holley’a (69) wyodrebniono
sktadajacy sie z 77 nukleotydéw tRNA — akceptor alaniny i oznaczono
jego sekwencje. Skiad nukleotydowy i hipotetyczne modele dwéch
tRNA — akceptorow alaniny i fenyloalaniny — przedstawia rysunek 1.
Przypuszcza sie, ze antykodony w réznych tRNA zlokalizowane sg
w petlach utworzonych przez zagiecie #tancucha polinukleotydowego.
W dalszym ciggu nie sg znane centra warunkujgce reakcje tRNA z syn-
tetazami i czynnikami przenoszacymi aminoacylo-tRNA. Prawdopodobnie
réznig sie one sktadem od antykodonu.

/
4
vrl\l‘l G
g
o G AG-G
w— C-G-C-G GI1U-G-U-Cx -G-C-G-A-G™ ~
Dive OH \
2,k OiH
C-U-C-U* ~G-G-C-G-C ./=C-A-C-A-G rA-G-C-U-C-s. _V
1V
AV
*
| e
q G
s G
Cc pi
)q( '
q
A

Rys. 1. Model tRNA A) akceptora alaniny (69), B) akceptora fenyloalaniny (129);
w petlach zaznaczono prawdopodobne antykodony

Poznanie struktury rybosomu, a w szczegdlnosci sposobu upakowania
kwasow nukleinowych i biatek moze utatwi¢ wyjasnienie mechanizmu
wigzania aminoacylo-tRNA. Wydaje sie, ze w procesie tym uczestniczg
réwniez biatka rybosoméw, bowiem rybosomy traktowane enzymami
proteolitycznymi wykazujag mniejsza zdolno$¢ wigzania zarbwno amino-
acylo-tRNA jak i poliU (78,109). llos¢ przytaczanego aminoacylo-tRNA
wskazuje na obecno$¢ dwoch miejsc wiazacych na rybosomie (63, 172).
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Kaji i wsp. (79, 157) wykazali, ze w preparatach zdysocjowanych ry-
bosomoéw (niskie stezenie jonow Mg2+) tylko jedna czasteczka amino-
acylo-tRNA, badz tRNA wigze sie z podjednostkg 30S rybosomu, za$
wolna podjednostkg 50S nie jest zdolna do wigzania aminoacylo-tRNA.
Przy wyzszych stezeniach Mg2+, po asocjacji podjednostek 30 i 50S na
rybosom 70S przytgcza sie druga czasteczka aminoacylo-tRNA. Drugie
miejsce wigzace byloby zatem dostepne, czy tez odtwarzatoby sie do-
piero w wyniku asocjacji podjednostek rybosomowych.

Wettstein i Noll (180) sugeruja obecno$é trzeciego miejsca,
wigzacego przejsciowo deacylowany tRNA, powstajacy w wyniku syntezy
wigzania peptydowego.

Do niedawna przewazala opinia, ze proces przytgczania aminoacylo-
-tRNA do rybosomdw jest reakcjg nieenzymatyczng (15, 28, 151). Wia-
zanie moze bowiem zachodzi¢ w niskiej temperaturze, jak rowniez
w obecnosci oczyszczonych rybosomow, nie zawierajacych enzyméw su-
pernatantu komorkowego (28, 151, 156). Nowsze dane wskazujg na
udziat jednego z enzymow przenoszgcych w reakcji wigzania aminoacylo-
-tRNA z rybosomami. Funkcje enzymu wigzgcego (ang. binding enzyme)
spetniajg w obecnosci GTP transferaza TF-1 retikulocytéw, jak rowniez
transferaza | z watroby szczura (72). W badaniach in vitro zaobserwo-
wano, ze preparat enzymu tworzy kompleks z aminoacylo-tRNA, a nie
z wolnym sRNA (71); deacylowany tRNA nie dziata hamujgco na przy-
taczenie aminoacylo-tRNA do rybosoméw. Wskazywatoby to (71, 72),
ze kompleks enzym-aminoacylo-tRNA speinia istotng funkcje w inter-
akcji aminoacylo-tRNA z rybosomami. Cho¢ proces ten jest stymulowany
przez GTP nie zaobserwowano hydrolizy tego zwigzku (72). Prawdopo-
dobnie dziatanie GTP jest niespecyficzne, poniewaz stymulujacy efekt
wywiera réwniez jego analog 5’-guanylo-metylenodwufosfonian (GMP-
-PCP). Na udziat transferazy E.coli i GTP w wigzaniu aminoacylo-tRNA
z rybosomami wskazuje szereg badan (3, 58, 59, 130). Okazato sie, ze
czynnik T (lub Tu) z E.coli tworzy kompleks z aminoacylo-tRNA i GTP,
ktére rowniez w tym przypadku nie ulega hydrolizie jakkolwiek sty-
muluje reakcje wiagzania z rybosomami. Nalezy dodaé, ze mozliwos$¢
nieenzymatycznego (72) przylagczania aminoacylo-tRNA do jednego
z miejsc wigzacych na rybosomie brana jest w dalszym ciggu pod uwa-

ge (142).

2. Procesy polimeryzacji

Synteza polipeptydu jest ciggiem naprzemian po sobie nastepujgcych
reakcji przytgczania aminoacylo-tRNA i tworzenia kolejnych wigzan pep-
tydowych. Nukleofilowa grupa -NH2 aminoacylo-tRNA reaguje z grupa
estrowg peptydylo-tRNA (rysunek 2), w wyniku czego tworzy sie nowe
wigzanie peptydowe i odszczepia sie tRNA przytagczony uprzednio do
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reszty peptydowej. Nowopowstaly peptyd zwigzany jest zawsze z czg-
steczkg tRNA (55), a poprzez tRNA z rybosomem. Zabezpiecza to trwatos¢
kompleksu mRNA-rybosom-peptydylo-tRNA. Translacja informacyjnego
RNA rozpoczyna sie od 5 skrajnego nukleotydu i biegnie w kierunku 3’
(136, 164). Syntetyzowany polipeptyd narasta stopniowo od strony N-koA-
cowego aminokwasu (9, 37, 136).

i tRNANn i tRNAnNH
H.N-CH-CONH-CH....CH-C'+"N-gH-C =0 — - tRNAn +
BN A S VT T

R< F22 RN 0]
tRNAH

1
+ HN-CH-CONH-CH.....CH-CONH-CH-C

! R R 6

Rys. 2. Schemat reakcji syntezy wigzania peptydowego

Organizacja przestrzenna i funkcjonowanie ukladu syntetyzujacego
biatko nie sg blizej poznane. z proponowanych modeli najbardziej praw-
dopodobny wydaje sie model translokacji (ang. translocational model)
zaktadajgcy przemieszczanie sie peptydylo-tRNA z jednego z miejsc
wigzacych na rybosomie na drugie, podczas syntezy wigzania peptydo-
wego (174). Miejsca wigzace tRNA na rybosomie r6znig sie miedzy sobg
funkcjonalnie (12, 102, 119). Jedno z nich jest miejscem dla peptydylo-
-tRNA czyli donatorowym, drugie za$ miejscem wiazacym aminoacylo-
-tRNA, czyli akceptorowym. Peptydylo-tRNA znajduje sie pierwotnie
w miejscu 1 (rysunek 3). Po zwigzaniu w miejscu 2 aminoacylo-tRNA
tworzy sie wigzanie peptydowe, w wyniku czego reszta peptydowa prze-
nosi sie w miejsce 2. Stad jest ona przenoszona w reakcji enzymatycznej
do wiasciwego dla peptydylo-tRNA miejsca 1, co zwigzane jest z prze-
sunieciem sie mMRNA o jeden tryplet przy jednoczesnym wyparciu deacy-
lowanego tRNA. Zwolnione miejsce 2 na rybosomie zajmowane jest na-
stepnie przez aminoacylo-tRNA posiadajagcy komplementarng trojke za-
sad w stosunku do nowego kodonu i proces syntezy wigzania peptydo-
wego powtarza sie. W procesie tym uczestniczytyby zatem conajmniej
dwa enzymy: jeden powodujacy przemieszczanie peptydylo-tRNA, a jed-
nocze$nie przesuwanie sie mRNA i drugi syntetyzujgcy wigzanie pep-
tydowe.

Translokaza tRNA. Dla enzymu przemieszczajacego peptydylo-tRNA
z jednego na drugie miejsce wigzace zaproponowano nazwe translokazy
tRNA (102, 166). Enzym ten nie jest blizej scharakteryzowany i wiado-
mosci o jego funkcji majg charakter fragmentaryczny i w duzej mierze
spekulatywny. »

Wedlug Schweeta i Heintza (142) transferaza retikulocytéw
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TF-1, enzym wigzacy aminoacylo-tRNA, bierze udziat rdwniez w reakcji
translokacji. W procesie przemieszczania tRNA na rybosomach u E.coli
bierze prawdopodobnie udziat czynnik G (118). Enzym ten ma witasnosci
GTP-azy, ktorej aktywnos$é zalezy od rybosomoéw. W obecno$ci oczysz-
czonych rybosomdw i czynnika T zalezno$é¢ pomiedzy iloScig roztozonego
GTP a iloScig powstalych wigzan peptydowych jest stechiometryczna

Rys. 3. Czteroetapowy model translokacji

(19, 29). Nishizuka i Lipmann (118) probujg porownac¢ funkcje
GTP-azy zaleznej od rybosoméw do funkcji ATP-azy miesniowej. Skurcz
rybosomu umozliwiatby usuniecie deacylowanego tRNA i przemieszcze-
nie sie peptydylo-tRNA pociggajace za sobag przesuniecie rybosomu o je-
den tryplet kodujacy. Na zwiazek GTP z funkcja translokazy wskazuja
rowniez badania Seedsa i Conway’a (144), z ktérych wynika, ze
GTP usuwa deacylowany sRNA umozliwiajgc tym samym wedréwke
rybosomu wzdtuz nici mMRNA. Mozna przypuszczaé, ze translokaza u E.coli
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jest kompleksem enzymoéw zawierajgcym rozpuszczalny skiadnik G
i sktadnik nierozpuszczalny, zwigzany strukturalnie lub przejSciowo
z rybosomami. Nie jest wykluczone, ze czynnik T uczestniczy réwniez
w reakcji translokacji (102). Pewne dane wskazujg, ze funkcje translo-
kazy spetnia transferaza Il watroby szczura (101).

Dotychczasowe badania, chociaz nie wyjasnity mechanizmu dziatania
translokazy tRNA, wskazaty jednak na funkcje GTP. Dawniejsze suge-
stie jakoby GTP dostarczat energii do syntezy wiagzania peptydowego wy-
dajg sie mato prawdopodobne. AF dla reakcji hydrolizy peptydylo-tRNA
wynosi bowiem -7 kcal, jest to ilos¢ wystarczajgca dla utworzenia wia-
zania peptydowego (74).

Transferaza peptydylowa. Wigzanie peptydowe syntetyzowane jest
w obecnosci enzymu, dla ktérego proponowano rézne nazwy jak: syn-
tetaza peptydowa (7), polimeraza aminokwasowa i transferaza pepty-
dylowa (102). Ta ostatnia nazwa jest najbardziej zgodna z zasadami no-
menklatury enzyméw, jesli wezmie sie pod uwage, ze w czasie syntezy
tego wigzania nastepuje przeniesienie reszty peptydylowej z peptydylo-
-tRNA na aminoacylo-tRNA.

Monro i wsp. (102) wysuwajg przypuszczenie, ze wigzania pepty-
dowe sg syntetyzowane przez enzym zwigzany ze strukturg rybosomu
a nie enzym sypernatantu komorkowego, na co wskazujg obserwacje
nad wptywem puromycyny na synteze biatek. Puromycyna na rybosomie
prawdopodobnie zajmuje miejsce akceptorowe i jako analog strukturalny
aminoacylo-tRNA wchodzi w reakcje z peptydylo-tRNA. Deacylowany
tRNA uwalnia sig, a utworzone potgczenie peptydylo-puromycyna od-
tacza sie od rybosomu. Tworzenie sie wigzania peptydowego pomiedzy
grupg aminowg puromycyny a grupg estrowg peptydylo-tRNA jest reak-
cja enzymatyczng. Warunkiem niezbednym dla przebiegu reakcji jest
obecno$¢ rybosoméw. Monro iwsp. (102) stwierdzili, ze wielokrotne
oczyszczanie rybosoméw E.coli nie zmniejsza szybkosci reakcji puromy-
cyny z resztg peptydowg co sugeruje, Zze enzym zwigzany jest ze struk-
turg rybosomu. Na szyoko$¢ reakcji w minimalnym stopniu wplywa
podjednostka 30S rybosomu, co nasuwa przypuszczenie, ze enzym zinte-
growany jest z podjednostkg 50S. Niewrazliwo$¢ na inhibitory grup -SH,
brak hamujgcego wptywu GMP-PCP iinne dane wskazywatyby, ze enzym
ten jest ré6zny od rozpuszczalnych czynnikow T i G z E.coli. Potwierdzajg
to wyniki badan Rychlika (135), ktory stwierdzit, ze odszczepienie
polilizylo-puromycyny z kompleksu poliA-rybosomy-polilizyna zachodzi
w nieobecnos$ci supernatantu komérkowego, zatem moze by¢ katalizowa-
ne przez enzym strukturalny rybosomu.

Na podstawie przytoczonych danych zarysowuje sie podziat uczestni-
czacych w syntezie biatka enzymOw na rozpuszczalne i mocno zwigzane
ze strukturg rybosomu. Jest rzeczg charakterystyczng ze enzymy roz-
puszczalne, a zwtaszcza czynnik G i Tu oraz transferaza Il watroby
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szczurzej, in vitro tatwo tgcza sie z rybosomami. W przypadku transfe-
razy Il wykazano powstawanie kompleksu rybosomy-transferaza 11-GTP
(145, 155, 156). Utworzenie takiego kompleksu podczas preinkubacji en-
zymu z rybosomami znacznie zwieksza poczatkowg szybko$¢ syntezy
polipeptydu. Podobne wyniki otrzymat Mosteller i wsp. (107).

Nowe Swiatto na zagadnienie rozmieszczenia enzymoéw w rybosomach
rzucajg badania Malkina i Richa (95). Trawienie zwigzanego z ry-
bosomami polipeptydu wykazato obecno$¢ fragmentu ztozonego z 30—35
aminokwas6w, opornego na enzymy proteolityczne: trypsyne, chymo-
trypsyne, pronaze i papaine. Fragment ten jak sugerujg autorzy stanowi
cze$¢ syntetyzowanego tancucha polipeptydowego. Przypuszcza sie, ze
oporny fragment jest ochraniany przez rybosom, znajdujac sie pod jego
powierzchnig. Reakcje zwigzane z syntezg polipeptydu odbywatyby sie
zatem wewnatrz rybosomu, a nie na jego powierzchni. Tworzenie sie
komplekséw transferaz z rybosomami mogtoby byé zwigzane z penetra-
cja rozpuszczalnych frakcji enzymatycznych do wnetrza rybosomu, cze-
mu sprzyja jego uwodniona struktura.

I11. Synteza polipeptyddéw w ukiadach heterologicznych

Heterologiczny ukiad syntetyzujgcy biatko zawiera rybosomy i super-
natant pochodzace z dwdch réznych Zrédet. Obie te komponenty (rybo-
somy i supernatant) mozna wymienia¢ w réznych systemach bakteryj-
nych (38, 62, 93, 124), jak réwniez pomiedzy tkankami réznych zwierzat
(25, 113, 131, 149), ros$lin i drozdzy (124). Nieaktywnym ukladem jest
mieszanina supernatantu bakteryjnego z rybosomami organizméw wyz-
szych i vice versa (14, 62, 113, 123, 131), co ttumaczy sie swoistoScia ga-
tunkowa’ enzyméw supernatantu komoérkowego. Badania przy uzyciu
oczyszczonych transferaz z E.coli i watroby szczurzej sugerujg, ze oba
enzymy wykazujg swoisto$¢ gatunkowg (52).

Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze zjawisko swoistosci ograni-
czone jest jedynie do tych uktadéw heterologicznych, w ktorych obie
komponenty pochodza z komérek zawierajacych rybosomy o réznych
statych sedymentacji (bakterie — 70S i organizmy wyzsze — 80S) (124).
Przyjecie modelu rybosomu jako ztozonego kompleksu rozpuszczalnych
i strukturalnych, dopetniajgcych sie wzajemnie elementéw, mogtoby ttu-
maczy¢ zjawisko swoistosci. W heterologicznym ukitadzie: watroba i E.co-
li— odpowiadajgce sobie enzymy przenoszace réznity sie znacznie ma-
sami czasteczkowymi (50), co moze wyklucza¢ ich komplementarno$¢
z obcymi rybosomami. Niewatpliwie w gre wchodzi¢ mogg réwniez roz-
nice w konformacji poszczegdlnych enzymdw, badz tez pewne wiasci-
wosci samych rybosomoéw. Badania nad swoistosScig strukturalnych biatek
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obu podjednostek rybosomoéw mogg przyczyni¢ sie do blizszej charakte-
rystyki zjawiska specyficznosci enzyméw rozpuszczalnych (36, 70, 91).

Nalezy podkreslic minimalng swoisto$¢ aminoacylo-tRNA (czy tez
jej catkowity brak) w omawianej reakcji (51, 161).

IV. Zastosowanie antybiotykéw w badaniach nad mechanizmem
biosyntezy biatka

Liczne antybiotyki hamujg synteze biatka. Miejscem ich dziatania
jest etap przeniesienia aminokwasu z aminoacylo-tRNA do biatka, jak-
kolwiek mechanizm dziatania poszczeg6lnych zwigzkéw jest rézny. Ta
witasnie odmiennos$¢ dziatania antybiotykdw umozliwia blizszg charakte-
rystyke niektorych reakcji zachodzacych w konhAcowej fazie procesdw
biosyntezy.

1. Hamowanie wigzania aminoacylo-tRNA z rybosomami

Antybiotyki z grupy tetracyklin hamujg proces przytgczania amino-
acylo-tRNA do kompleksu mRNA-rybosomy (22, 66, 153) co mozna ttu-
maczy¢ ich konkurencjg z aminoacylo-tRNA o miejsce na rybosomie (99).
Wedtug Suareza i Nathansa (153) stopien zahamowania nigdy
nie przekracza 50%, mogtoby to wskazywaé, ze tylko jedno miejsce wig-
zace rybosomu jest blokowane. Tetracykliny wigzg sie zaréwno z podjed-
nostkg 30S jak i 50S (34). Réwniez antybiotyk edeina hamuje te reakcje
(67, 86), jakkolwiek w nieco odmienny sposob.

2. Hamowanie syntezy wigzania peptydowego

Wiele antybiotykéw, a ws$réd nich puromycyna, gugerotyna, chlo-
ramfenikol i aktydion, hamuje proces syntezy wigzania peptydowego.

Puromycyna i gugerotyna. Oba antybiotyki wykazujg podobienstwo
strukturalne do aminoacylo-tRNA. W przeciwienstwie jednak do puro-
mycyny gugerotyna nie uwalnia polipeptydéw z rybosoméw, a nawet
hamuje dziatanie puromycyny (18, 22). Gugerotyna dziata prawdo-
podobnie na reakcje syntezy wigzania peptydowego (18, 22). Mechanizm
dziatania puromycyny omoéwiono poprzednio.

Chloramfenikol. Mechanizm dziatania chloramfenikolu na synteze
biatek mimo wielu badan nie zostal ostatecznie poznany. Poniewaz chlo-
ramfenikol hamuje uwalnianie peptydéw przez puromycyne (166) miejs-
cem jego dziatania jest prawdopodobnie reakcja syntezy wigzania pepty-
dowego, a nie przytgczanie mRNA jak sugerowano wcze$niej (22, 73,
178). Julian (76) oraz Weber i De Moss (175 stwierdzili, ze
w obecnosci chloramfenikolu syntetyzowane sg jedynie krdtkie peptydy.
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Chloramfenikol wigze sie z podjednostkg 50S bakteryjnych rybosomow.
Coutsogeorgopulos (30) postuluje, ze ze wzgledu na podobien-
stwo strukturalne chloramfenikolu do antybiotykéw nukleozydowych
(gugerotyna) moze on konkurowac jako analog strukturalny aminoacylo-
-tRNA o0 miejsce wigzace na rybosomie. Przypuszcza sie, ze chloramfe-'
nikol blokuje miejsce peptydowe (104), a takze hamuje reakcje katali-
zowang przez transferaze peptydylowg (32). Stopien zahamowania synte-
zy biatka zalezy od rodzaju polinuldeotydu uzytego jako mRNA (85).
Moze to by¢é zwigzane z dostepnoscia, lub zmiang w uksztattowaniu miej-
sca wigzacego na rybosomie, zaleznie od dodanego polinukleotydu.

W materiale zwierzecym chloramfenikol nie hamuje syntezy biatka
w stezeniach, ktére hamujg synteze u bakterii. Jest rzeczg interesujaca,
ze procesy zwigzane z syntezg immunoglobulin sg wrazliwe na ten anty-
biotyk (179).

Aktydion. Antybiotyk ten i inne zwigzki nalezgce do grupy antybio-
tykow glutarimidowych hamujg synteze biatek w tkankach zwierzecych
i drozdzach, nie dziatajg natomiast na bakterie. Dziatanie aktydionu przy-
pomina pod pewnymi wzgledami dziatanie chloramfenikolu: syntetyzo-
wane sg jedynie krotkie peptydy, a uwalnianie peptydéw z rybosomow
przez puromycyne jest hamowane (40, 181). Dziatanie aktydionu od in-
nych antybiotykdw wyr6znia jego zdolno$¢ do zapobiegania odszczepia-
niu sie rybosomoéw z polirybosomalnego kompleksu (22, 56, 181). Fakt
ten moze utatwi¢ zrozumienie mechanizmu powstawania i rozpadu poli-
rybosomoéw. Mechanizm dziatania aktydionu nie jest catlkowicie wyjas-
niony, nie rozstrzygnieto miedzy innymi czy miejscem dziatania tego
antybiotyku sa rybosomy, czy tez enzymy supernatantu komorkowe-
go (40).

3. Antybiotyki zmieniajgce wtasnosci kodujgce kompleksu MmRNA-rybosomy

Streptomycyna, neomycyna i inne antybiotyki aminonukleozydowe
powoduja btedne odczytanie mRNA. Streptomycyna wigze sie z podjed-
nostkg 30S rybosomu wywotujagc ze wzgledu na swdéj polikationowy
charakter pewne zmiany konformacyjne rybosomu, zmieniajgce wzajem-
ne interakcje rybosoméw, mRNA i aminoacylo-tRNA. Wynikiem tego
jest btedne rozpoznanie i odczytanie kodonow (35, 60, 141) i synteza
polipeptydu o zmienionym skitadzie i sekwencji aminokwaséw. Biedy
w odczytywaniu kodu wywotane przez streptomycyne mozna rozpoznaé
badajac proces wigzania aminoacylo-tRNA przez rybosomy w obecnosci
réznych polirybonukleotydéw. Pestka, Marshall i Niren-
berg (127) zaobserwowali, ze w obecnosci poli U streptomycyna sty-
muluje wigzanie izoleucylo-tRNA przez ukiad poli U-rybosomy. Efekt
jej dziatania zalezy od diugos$ci tancucha polinukleotydowego, stezenia
jondw magnezu oraz od rodzaju preparatu rybosoméw. Pestka (128)
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stwierdzit bowiem, ze wptyw streptomycyny na wigzanie pewnych ami-
noacylo-tRNA przez matryce poliU-reasocjowane rybosomy, jest zupet-
nie inny niz w przypadku rybosoméw nie poddawanych dysocjacji i rea-
socjacji. Kaji i Kaji (77), oraz Knippenberg i wsp. (83) wy-
kazali, ze streptomycyna moze hamowaé¢ lub stymulowa¢ wigzanie i in-
korporacje poszczeg6lnych aminoacylo-tRNA i aminokwasow w uktadach
kierowanych przez poliU lub wirusowy RNA (84), w zaleznoS$ci od stezen
poszczegblnych sktadnikow mieszaniny inkubacyjnej. Nie stwierdzono,
aby streptomycyna hamowata tgczenie sie poliU, czy innego polirybo-
nukleotydu z rybosomami. Blizsza charakterystyka dziatania strepto-
mycyny i neomycyny wymaga poznania struktury rybosomoéw.

V. Zapoczatkowanie i zakonczanie syntezy tahcucha polipeptydowego

Rozpoczecie syntezy polipeptydu zwigzane jest z utworzeniem poig-
czenia informacyjnego RNA z rybosomami. Z do$wiadczen in vitro wia-
domo, ze proces ten zalezy od odpowiedniego i raczej wysokiego stezenia
jonow magnezu i wtasnosci uzytego polinukleotydu (162). Polirybonukleo-
tydy o wyraznej strukturze drugorzedowej wigzg sie z rybosomami trud-
niej niz polinukleotydy jednoniciowe. Prawdopodobnie mRNA wiazany
jest z RNA podjednostki 30S rybosomu poprzez mostki magnezowe #3-
czace ujemnie natadowane grupy fosforanowe obu kwaséw (44). Rola
biatka rybosomu w utrzymaniu odpowiedniej konformacji rRNA jest
niewatpliwa (33). Blizej nie wyjasniony wptyw na proces wigzania natu-
ralnego mRNA in vitro wywiera sRNA (126).

Doswiadczenia Nomury i wsp. (120, 121) i innych autorow (39, 75,
96, 97, 143) wskazujg na istotng role podjednostki 30S w tworzeniu
kompleksu 30S mRNA, do ktorego nastepnie przytacza sie inicjujacy
synteze polipeptydu czynnik — N-formylometionylo-tRNA i podjednost-
ka 50S. Dane te poparte sg obserwacjami, ze in vivo w komorce E.coli
nie wystepujag wolne rybosomy, ale ich podjednostki lub polirybosomy
(143). Przypuszcza sie, ze z chwilg ukonczenia syntezy taficucha polipep-
tydowego polirybosomy rozpadajg sie na podjednostki zdolne do ponow-
nego taczenia sie z mRNA i tworzenia polirybosomow (96, 120). W syn-
tetyzujacej biatko komorce zachodzitoby nieprzerwane krazenie pod-
jednostek rybosomowych pomiedzy pulg wolnych podjednostek a poli-
rybosomami.

Na podstawie wielu obserwacji nad wigzaniem in vitro naturalnych
MRNA z rybosomami sadzi sie, ze w procesie tym bierze udziat blizej
nieokreslony czynnik biatkowy (38, 108, 132). Nie wiadomo czy tworzenie
kompleksu podjednostkg 30S-mRNA jest rowniez reakcjg enzymatyczng.
Bez wzgledu na mechanizm tworzenia sie takiego kompleksu wydaje sig,
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ze przytaczanie podjednostki 30S rybosomu do naturalnego mRNA musi
by¢ na tyle specyficzne, zeby zagwarantowa¢ rozpoznanie kodonu star-
towego, wyznaczajgcego miejsce dla pierwszego aminokwasu w tancuchu
biatkowym.

1. N-formylometionylo-tRNA i jego funkcja. Kodony startowe

Podstawg poszukiwan kodonu startowego i badan nad mechanizmem
zapoczatkowywania procesu translacji byty doniesienia Wallera (170)
wskazujgce na metioning jako gtowny N-koricowy aminokwas w biat-
kach E.coli. Marckerowi i Sangerowi (98) udato sie wyod-
rebni¢ kompleks N-formylometionylo-tRNA, ktéry w doswiadczeniach
in vitro (23, 176) przenosit N-formylometionine do biatka jako amino-
kwas IV-konicowy. Role N-formylometionylo-tRNA jako ,inicjatora” syn-
tezy polipeptydéw u drobnoustrojow wkrétce potwierdzity badania nad
syntezg kierowana naturalnymi (1, 16, 23, 84, 176), oraz wieloma synte-
tycznymi polirybonukleotydami (24, 54, 89, 110, 137, 152, 154). We
wszystkich przypadkach koncowym aminokwasem byta N-formylome-
tionina.

Z E.coli wyizolowano dwa r6zne tRNA — akceptory metioniny (23):
tRNAF tworzagcy kompleks metionylo-tRNAF, w ktérym metionina ulega
formylacji w obecnosci kwasu N 10tetrahydrofoliowego i odpowiedniej,
wyizolowanej ostatnio, transformylazy (36) oraz tRNAM tworzgcy kom-
pleks z metioning, nie ulegajacy formylowaniu. Transformylaza metiony-
lo-tRNAF rozpoznaje jedynie komponente nukleinowg kompleksu, a nie
aminokwas (169). Specyficzno$¢ tRNAp uwidocznia sie réwniez w reakcji
jego przytaczania do odpowiedniego kodonu mRNA, uzaleznionej tylko
w minimalnym stopniu od aminokwasu. Kodonem startowym, od ktérego
rozpoczyna sie proces translacji kodu jest tryplet AUG(24, 154), moze
nim byé rowniez GUG i GUA (54). Te bowiem kodony wykazujg zdolno$¢
do wigzania N-formylometionylo-tRNAp a takze metionylo-tRNAF.

Kodon startowy znajduje sie na koncu lub w poblizu koncowego 5’
nukleotydu RNA informacyjnego. Sundarajan i Thach (154)
stwierdzili, ze syntetyczny pentanukleotyd ApApApUpG stymuluje przy-
taczanie metionylo-tRNAp, a nie lizylo-tRNA mimo, ze pierwsza trojka
AAA koduje lizyne. Natomiast pentanukleotyd ApApApCpG, nie zawie-
rajacy kodonu startowego, wigze lizylo-tRNA. Sugeruje to, ze poza funk-
Cja wigzaca, kodon AUG spetnia réwniez role selektora fazy w procesie
translacji kodu genetycznego (89, 154). W wielocistronowych mRNA ko-
don startowy moze staé na poczatku poszczegdlnych cistronéw. Umozli-
wia to przytgczanie rybosomdw w miejscach startowych i jednoczesng
synteze wielu biatek zaprogramowanych przez wielocistronowy informa-
cyjny kwas rybonukleinowy (182). Zaktada sie jednoczes$nie, ze kodon
startowy nowego cistronu powinien by¢ poprzedzony przez tryplet non-
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sensowny, nie wigzacy zadnego aminoacylo-tRNA. Tylko w takich wa-
runkach bowiem AUG moze byé odczytywany w pozycji wewnetrznej
przez inicjator N-formylometionylo-tRNAF (47). AUG nie poprzedzony
trypletem nonsensownym i znajdujgcy sie wewnatrz tancucha polinu-
kleotydowego, odczytywany jest przez metionylo-tRNAM

Reakcja zapoczatkowujgca proces translacji jest stymulowana przez
dwa czynniki enzymatyczne fi i f2 wyodrebnione w pracowni Ochoa
(137, 152) z rybosomow E.coli. Obie frakcje enzymatyczne r6znig sie od
dotychczas wyizolowanych enzyméw biorgcych udziat w syntezie biatek,
a ich funkcja nie jest zwigzana z formylacjg metioniny. Przyspieszajg
one znacznie proces wigzania inicjatora z kodonem AUG, szczegbdlnie
wyraznie przy niskich stezeniach jonéw magnezu (ponizej 10 mM) (94,
138). Nalezy podkresli¢, ze fi i f2 nie wptywajg na wigzanie metionylo-
-tRNA.M ani innego aminoacylo-tRNA (137). Przy niskich stezeniach
Mg2+ obok czynnikdw enzymatycznych stymulujagcy wpltyw na wigza-
nie N-formylometionylo-tRNA wywiera réwniez GTP (4, 5 90, 122).
GMP-PCP moze zastepowaé GTP w tej reakcji, co dowodzi, ze stymulu-
jacemu dziataniu nie towarzyszy hydroliza do GDP i ortofosforanu,
a funkcja GTP w wiazaniu inicjatora nie jest skojarzona z jego p6zniejszg
hydroliza (5).,

Wplyw stezenia jondw magnezowych i rodzaj uzytego mRNA na
procesy translacji warto blizej omowi¢. Kolakofsky i Nakamoto
(84) wykazali, ze w obecnosci duzych stezen Mg2+ (powyzej 20 mM)
i uzytych jako mRNA syntetycznych polinukleotydéw aminoacylo-tRNA
moze zapoczatkowaé synteze polipeptydu. Natomiast przy niskich steze-
niach jonéw magnezu i w podwyzszonej temperaturze synteza polipepty-
du zalezna jest od obecnosci IV-formylometionylo-tRNA lub peptydylo-
-tRNA. W obecnosci naturalnych mRNA bez wzgledu na stezenie Mg2+
potrzebny jest zawsze inicjator.

N-formylometionylo-tRNAp a takze N-acetylometionylo-tRNAp wigzg
sie prawdopodobnie w miejscu peptydowym rybosomu, bowiem po do-
daniu do ukfadu puromycyny powstajg odpowiednie dwupeptydy (12,
184).

In vivo JV-formylometionylo-tRNAF jest jedynym dotychczas wykry-
tym czynnikiem inicjujgcym u bakterii. Formylacja metioniny upodob-
nia powstaty kompleks do peptydylo-tRNA. Umiejscowienie go w miejscu
peptydowym rybosomu i zajecie miejsca aminokwasowego przez odpo-
wiedni aminoacylo-tRNA prowadzi do utworzenia pierwszego wigzania
peptydowego.

Rola reakcji formylacji metionylo-tRNAF sprowadza sie prawdopo-
dobnie do usuniecia dodatniego tadunku grupy NH+3 aminokwasu. Wy-
kazano bowiem, ze inne pochodne aminokwasowe na przyktad AFacetylo-
-fenyloalanylo-tRNA moga in vitro petni¢ rowniez funkcje inicjatora
syntezy polifenyloalaniny w obecnosci jonéw magnezu w niskich steze-

2 Postc.py Biochemii
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niach (94). Podobng role spetnia peptydylo-tRNA (84). Metionylo-tRNAM
umieszcza sie prawdopodobnie w miejscu aminokwasowym rybosomu,
gdyz nie jest wrazliwy na puromycyne (12).

W ielokrotnie wykazano, ze do syntezy pierwszego wigzania peptydo-
wego niezbedne sg GTP i enzymy supernatantu (65, 94, 165). W opar-
ciu o hipoteze Monro (102) i model translokacji Zamir, Leder
i Elson (184), oraz Monro (103) przypuszczajg, ze rola GTP w tej
reakcji zwigzana jest z enzymatycznym przeniesieniem inicjatora do
wiasciwego miejsca peptydowego na rybosomie. Podkre$lajg oni jedno-
cze$nie, ze synteze pierwszego wigzania peptydowego katalizuje trans-
feraza peptydylowa rybosoméw w nieobecno$ci zrédia energii i roz-
puszczalnych enzymow. Sprawdzenie stusznosci tej koncepcji wymaga
dalszych badan.

In vivo powstate biatko nie zawiera N-formylometioniny. Poza biat-
kami E.coli i niektérych innych bakterii rowniez rzadko spotyka sie me-
tionine w N-koricowej pozycji w biatkach. Swiadczy to, ze reszta formy-
lowa lub formylo-metionina sg odszczepiane przez komorkowe peptydazy
i aminohydrolaze formylometioniny (43), byé moze jeszcze przed odigcze-
niem polipeptydu od rybosomu (1). Nalezy podkresli¢, ze poza retikulo-
cytami (119) nie stwierdzono tworzenia si¢ N-formylometionylo-tRNA
w komoérkach zwierzecych.

2. Kodony nonsensowne. Zakonczanie syntezy tancucha biatkowego

Podobnie jak inicjacja tak i zakonczanie syntezy tancucha polipepty-
dowego i jego uwalnianie z rybosoméw zalezy od skiadu i sekwencji
pewnych trypletéw mRNA, ktore nie mogg byé odczytywane przez czga-
steczki aminoacylo-tRNA. Sg to tak zwane kodony ,nonsensowne”. Na
podstawie teoretycznych przestanek mozna wnosi¢, ze kodon nonsen-
sowny powinien znajdowaé sie przy 3’ konicu jednocistronowego RNA,
albo poprzedza¢ poczatek poszczegdlnych cistronéw w wielocistronowym
RNA.

Z doswiadczen nad synteza polipeptydéw kierowang przez rézne syn-
tetyczne polirybonukleotydy wynika, ze uwalnianie utworzonego poli-
peptydu zwigzane jest z obecnosciag kodonéw zawierajgcych w swoim
sktadzie adenine i uracyl (88, 163). Takanami i Yan (163) wyka-
zali, ze poliU i poliUC nie maja zdolnosci uwalniania zsyntetyzowanego
w ich obecnosci polipeptydu, podczas gdy polimery zawierajagce w swojej
czasteczce A, U i | umozliwiajg odszczepienie. Dalszych dowoddw na
funkcje nonsensownych kodonéw dostarczyty badania Brennera
i wsp. (10, 140) nad mutantami faga T4 Wynikiem mutacji typu ,,amber”
i ,;ochre” byto utworzenie sie kodonéw nonsensownych wewnatrz tancu-
cha polinukleotydowego, co prowadzito do syntezy niekompletnych tan-
cuchow biatkowych gtéwki bakteriofaga. Translacja odpowiedniego ci-
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stronu konczyta sie w miejscu zmutowanym, zawierajgcym nonsensow-
ny kodon.

Kodony nonsensowne moga by¢ odczytywane, jesli zachodzi réwno-
czesna mutacja supresorowa. Dotyczy ona w ogo6lnosci zmian prowadza-
cych w koricowym efekcie do modyfikacji niektérych rodzajow tRNA.
Zmodyfikowany prawdopodobnie w antykodonie tRNA zdolny jest do
odczytywania nonsensownego trypletu i podstawienia w tafncuchu poli-
peptydowym aminokwasu w miejscu zmutowanym. W mutacji typu
-amber” w wyniku supresji na miejsce glutaminy (CAG) czy tryptofanu
(UGG) podstawiana jest seryna (kodon UCG). Analiza skiadu trypletow
wykazata, ze nonsensownym kodonem mutacji ,,amber” jest UAG (10,
177), a mutacji ,,ochre”— UAA (10,46). Ostatnie badania (11) wskazujg
na tryplet UGA jako trzeci nonsensowny kodon. Poza mutantami bakte-
riofagow tryplety UAG i UAA wystepujg u mutantéw E.coli syntetyzu-
jacych niekompletng fosfataze alkaliczng (46, 48, 177). Kodony nonsen-
sowne in vitro rowniez nie wigzg tRNA (115, 146, 165).

Niewiele jest danych na temat funkcjonowania tych trypletow w bio-
syntezie kompletnych biatek in vivo. Przypuszcza sie, ze gtéwnie UAA
odpowiedzialny jest za zakoriczanie syntezy polipeptydu (88). Uwalnianie
czasteczki biatkowej z rybosomu katalizowane jest prawdopodobnie przez
enzym uwalniajgcy (ang. release factor) (17).

V1. Uwagi korncowe

Dalszy rozw0j badan nad biosytezg biatek, a przede wszystkim wy-
jasnienie mechanizmu dziatania i funkcji enzymow nie sa mozliwe bez
doktadnego poznania struktury rybosoméw. Badania koncentruja sie do-
tychczas gtéwnie na charakterystyce biatek rybosomoéw, sposobie ich upa-
kowania w rybosomie i funkcji w procesie syntezy biatlek cytoplazma-
tycznych. Ten kierunek badan uzasadniajg liczne obserwacje wskazujace,
ze biatko rybosomoéw uczestniczy bezpos$rednio, lub wptywa posrednio na
wiele reakcji etapu translacji kodu genetycznego. Niektore wyniki badan
warte sg krotkiego omowienia.

Biatko rybosomu, stanowigce okoto 40% jego masy, wykazuje ude-
rzajaca heterogennos$¢. Przez bezpos$rednig ekstrakcje, a nastepnie roz-
dziat elektrofoteryczny na zelu akryloamidowym, lub chromatografie na
karboksylometylo-celulozie, rozdzielono je na 20—30 roznych frakcji
(53, 92, 105, 106, 167, 171), przedstawiajgcych, jak sie wydaje, indy-
widualne biatka (17). Cechg charakterystyczng biatek rybosomoéw jest
ich niewielka masa czasteczkowa, wynoszgca $rednio 25 000 oraz wias-
nosci zasadowe. Z rybosomow E. coli wyodrebniono (106) kwasng kom-
ponente, zwang biatkiem A, stanowigcg okoto 5°/0 catkowitej ilosci biatka
rybosomdw. Nie wiadomo czy biatko kwasne wystepuje w rybosomach
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innych bakterii, nie zawierajag go rybosomy zwierzece (92). Cze$¢ biatek
zasadowych rybosomow bakterii r6zni sie od analogicznych biatek ssa-
kéw, co moze sugerowa¢ odmienno$¢ funkcji i decydowac¢ o specyficz-
nosci biatek strukturalnych rybosomu.

Specjalng technike badan nad strukturg rybosomoéw i funkcjg biatek
stosujg Spirin i wsp. (91, 150) oraz Hosokawa i wsp. (70).
W obecnosci duzych stezen chlorku cezu od rybosoméw odszczepia sie
znaczna cze$¢ biatek strukturalnych, z ktdrych nastepnie w odpowied-
nich warunkach mozna rekonstruowac¢ rybosomy. Rekonstruowane czast-
ki wykazujg znaczng aktywno$¢ w reakcji wbudowywania aminokwaséw
pod warunkiem, ze podjednostki 50S i 30S sg zrekonstruowane z wiasci-
wych im biatek.

Badania fizykochemiczne wykazujg, ze rRNA znajduje sie na po-
wierzchni rybosomu (44, 139). W tworzeniu kompleksu rRNA-biatko (21)
nie uczestniczg prawdopodobnie aminokwasy zasadowe biatek rybosomu.
Jak sugeruje Fu ran o i wsp. (44) biatko ,okrywatoby jedynie zasady
nukleotydow rRNA, ktérych reszty cukrowe i fosforanowe znajdowa-
tyby sie na powierzchni rybosomu.

W ostatnich latach wykryto i czeSciowo scharakteryzowano nowy ro-
dzaj zwigzanego z rybosomami RNA o statej sedymentacji 5S (13, 26, 45,
134). R6zni sie on skiadem nukleotydowym od tRNA (4S RNA) i nie ma
wiasnosci akceptorowych dla aminokwaséw. Jego mase czasteczkowaq
okreslono na okoto 51 000 (27). Wystepuje on zarbwno w rybosomach
drobnoustrojow jak i w rybosomach tkanek zwierzecych (13, 45). Funkcja
tego polinukleotydu jest przedmiotem wielu badan.

Przedstawione dane wskazujg na nowy kierunek badan, istotny dla
zrozumienia funkcji rybosomow jak i wielu reakcji sprzezonych z rybo-
somami, stwarzajacy niewatpliwie nowe perspektywy dla dalszych ba-
dan nad biosynteza biatka.

LITERATURA

1. Adams J. M, Capecchi M. R, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 55, 147 (1966).

2. Allen de J E, Monro R, Lip mann F., Proc. Nat. Acacl. Sci. U.S. 51,
1211 (1964).

3. Allen de J E, Seeds N. W, Conway T. W, Weissbach H., Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S. 58, 1566 (1967).

4. Allende J E, Weissbach H., Biochem. Biophys. Res. Comm. 28, 82
(1967).

5 Anderson J S, Bretscher M. S, Clark B. F. C, Marcker K.A,
Nature 215, 490 (1967).

6. Arlinghaus R, Eavelukes G, Schweet R. S. Biochem. Biophys.
Res. Comm. 11, 92 (1963).

7. Arlinghaus R, Shaeffer J, Schweet R. S, Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S. 51, 1291 (1964).



[19]

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21
22.
23.
24.
25.

26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.

37.
38.
39.

40.

41.
42.
43.
44.

45.

46.
47.
48.
49.
50.

TRANSLACJA KODU GENETYCZNEGO 503

Ayuso M. S, Heredia C. F.,, Biochim. Biophys. Acta 145, 199 (1967).
Bishop J O, Schweet R. S, Biochim. Biophys. Acta 49, 235 (1961).
Brenner S, Stretton A O W, Kaplan S. Nature 206, 994 (1965).
Brenner S, Barnett L, Katz E R, Crick F.H.C., Nature 213, 449
(1967).

Bretscher M. S, Marcker K. A, Nature 211, 380 (1966).

Brown D. D, Litna E., J. Mol. Biol. 20, 95 (1966).

Canning L, Griffin A. C., Biochim. Biophys. Acta 103, 522 (1965).
Cannon M, Krug R, Gilbert W, J. Mol. Biol. 7, 360 (1963).

Capecchi M. R, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 55, 1517 (1966).

Capecchi M. R, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 58, 1144 (1967).

Casjans S. R, Morris A. J., Biochim. Biophys. Acta 108, 677 (1965).
Chan M., McCorquodale D. J, J Biol. Chem. 240, 3116 (1965).
Chapeville F, Lipraann F, von Ehrenstein G, Weisblum B,
Roy W. J, Benzer S, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 48, 1086 (1962).

Choi Y. S, Carr C. W,, J. Mol. Biol. 25, 331 (1967).

Clark J.M.Jr, Chang A.Y. J. Biol. Chem. 240, 4734 (1965).

Clark B. F, Marcker K. A, Nature 211, 378 (1966).

Clark B. F, Marcker K. A, J. Mol. Biol. 17, 394 (1966).

Clouet D. H, Ratner M, Williams N. Biochim. Biophys. Acta 123,
142 (1966).

Comb D. G, Katz S., J. Mol. Biol. 8, 790 (1964).

Comb D. G, Zehavi-Willner T. J. Mol. Biol. 23, 441 (1967).
Conway T. W, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 51, 1216 (1964).

Conway T. W, Lip mann F., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 52, 1462 (1966).
Coutsogeorgopoulos C. Biochim. Biophys. Acta 129, 214 (1966).
Crick F.H.C. J. Mol. Biol. 19, 548 (1966).

Cundliffe E, McQuillen K, J Mol Biol. 30, 137 (1967).

Da hiberg J E, Haselkorn R, J Mol Biol. 24, 83 (1967).

Day L. E., J. Bacteriol 92, 197 (1966).

Davies J, Gilbert W, Gorini L., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 51, 883
(1964).

Dickerman H. W, Steers E. Jr, Redefield B. G, Weissbach H.,
J. Biol. Chem. 242, 1522 (1967).

Dintzis H. M., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 47, 247 (1961).

Eisenstadt J M, Brawerman G. Biochemistry 5 2777 (1966).
Eisenstadt J M, Brawerman G. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., 58, 1560
(1967).

Felicetti L, Colombo B, Baglioni C. Biochim. Biophys. Acta 119,
120 (1966).

Fessenden J M, Moldave K. Biochemistry 1, 485 (1962).
Fessenden J. M, Moldave K. J. Biol. Chem. 238, 1479 (1963).

Fry K. T, Lamborg M. R, J. Mol. Biol. 28, 423 (1967).

Furano A. V., Bradley D F, Childers L. G. Biochemistry 5, 3044
(1966).

Gali bert F, Larsen C J, Lelong J G, Boiron M. Nature 207,
1039 (1965).

GallucciE., Garen A, J. Mol. Biol. 15, 193 (1966).

Ganoza M. C, Nakamoto T. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., 55 162 (1966).
Garen A, Garen S, Wilhelm R. C, J. Mol. Biol. 14, 167 (1965).
GasiorE., Moldave K. Biochim. Biophys. Acta 95, 679 (1965).

Gasior E, Moldave K. J. Biol. Chem. 240, 3346 (1965).



504

51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.

60

61.
62.
63.

64.
65.
66.
67.

68.

69.

70.

71.
72.
73.
74.
75.
76.
7.
78.
79.
80.

81.
82.
83.
84.
85.
86.

87.
88.

89.
90.
91.

E. GASIOR [20]

Gasior E, Ibuki F, Moldave K. Biochim. Biophys. Acta 114, 204 (1966).
Gasior E, Szwaj M.—w przygotowaniu do druku.

GestelandR. F., StaehelinT., J. Mol. Biol. 24, 149 (1967).

Ghosh H. P, Soli D, Khorana H. G, J. Mol. Biol. 25 275 (1967).
Gilbert W, J. Mol. Biol. 6, 389 (1963).

Godchaux W, Adamson S. D, Herbert E. J. Mol. Biol. 27, 57 (1967).
Gotaszewski T, Szarkowski J. W. Post. Biochem. 12, 413 (1966).
Gordon J., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 58, 1574 (1967).

Gordon J. Proc.,, Nat. Acad. Sci. U.S. 59, 179 (1968).

.Gorini L, Kataja E., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 51, 995 (1964).

Grossi L. C, Moldave K. J. Biol. Chem. 235, 2370 (1960).
Griinberger D. Collection Czech. Chem. Commun. 29, 2400 (1964).
Hawtrey A O, Nourse L. O, King H. W, Biochim. Biophys. Acta 114,
409 (1966).

Heredia C F, Halvorson H. O, Biochemistry 5 946 (1966).

Hershey J W, Thach R. E., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 759 (1967).
Hier ows ki M., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 53, 594 (1965).

Hierowski M, Kuryto-Borowska Z., Biochim. Biophys. Acta 95,
578 (1965).

Hoagland M. B.,, Stephenson M., Scott J, Hecht L, Zamec-
nik P., J. Biol. Chem. 231, 241 (1958).

Holley R., Apgar J, Everett G, Madison J, Marquisee M,
Merrill S, Penswick I, Zamir A. Science 147, 1462 (1965).
Hosokawa K, Fujimura R K, Nomura M., Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S. 55, 198 (1966).

Ibuki F., Gagsior E, Moldave K. J. Biol. Chem. 241, 2188 (1966).
Ibuki F, Moldave K. J. Biol. Chem. —w druku.

Jardetsky O, J. Biol. Chem. 238, 248 (1963).

Jencks W. P, Cor des S, Carrinolo J., J. Biol. Chem. 235, 3608 (1960).
Joklik W. W, Becker Y J. Mol Biol. 13, 511 (1965).

Julian G. J. Mol. Biol. 12, 9 (1965).

KajiH., Kaji A, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 54, 213 (1965).

Kaji H, Suzuka I, Kaji A. J. Mol. Biol. 18, 219 (1966).

Kaji H, Suzuka I, Kaji A, J. Biol. Chem. 241, 1251 (1966).

Khorana H. G. w Genetic Elements, red. D. Shugar, Academic Press, PWN,
Londyn, New York, Warszawa 1966, str. 209.

Klink F., Kramer G, Nour A M, Peterson K. G, Biochim. Biophys.
Acta 134, 360 (1967).

Klink F., Kloppsteck K, Kramer G., Dimigen J., Biochim.
Biophys. Acta 134, 373 (1967).

Knippenberg P, Claason J, Grijm-Vos M, Veldstra H,
Bosch L. Biochim. Biophys. Acta 95, 461 (1965).

KolakofskyD., NakamotoT., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 56, 1786 (1966).
Kufan Z, Lipmann F. J. Biol. Chem. 239, 516 (1964).
Kuryto-Borowska Z, Hierowski M. Biochim. Biophys. Acta 95,
590 (1965).

Kwiatkow ska J., Post. Biochem. 11, 267 (1965).

Last J. A, Stanley W.M.Jr, Salas M, Hilie B, Wahba A J,
Ochoa S. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 1062 (1967).

Leder P.,, Bursztyn H. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 56, 1579 (1966).
Leder P.,, Nau M. M. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., 58, 774 (1967).

Lerman M. L, Spirin A S, Gavrilova L P, Golov V. F., J. Mol.
Biol. 15, 266 (1966).



[21]

92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.
102.

103.
104.
105.
106.
107.

108.
109.
110.
111.

112.
113.
114.

115.
116.

117.
118.
119.
120.
121.

122.
123.
124.

125.
126.
127.

128.
129.

130.
131.
132.

TRANSLACJA KODU GENETYCZNEGO 505

Low R. B, Wool I. G, Science 155, 330 (1967).

Lucas-Lenard J, LipmannF., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 55, 1562 (1966).
Lucas-Lenard J, LipmannF., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 1050 (1967).
Malkin L.I, Rich A. J. Mol. Biol. 26, 329 (1967).

Mangiarotti G, Schlessinger D. J. Mol. Biol. 29, 395 (1967).
Mangiarotti G, Schlessinger D. J. Mol. Biol. 20, 123 (1966).
Marcker K. A, Sanger F. J. Mol. Biol. 8 835 (1964).

Maxwell 1. H. Biochim. Biophys. Acta 138, 337 (1967).

Moldave K. Annual Rev. Biochem. 34, 419 (1965).

Moldave K. doniesienie ustne.

Monro R E, Maden B.E H, Traut R. R, w Genetic Elements, red.
D. Shugar, Londyn, New York, Warszawa, Academic Press, PWN 1966, str. 179.
Monro R. E.,, J. Mol. Biol. 26, 147 (1967).

Monro R. E, Vazquez D. J. Mol. Biol. 28, 161 (1967).

Molier W,, Chrambach A., J. Mol. Biol. 23, 377 (1967).

Molier W.,, Widdowson J., J Mol. Biol. 24. 367 (1967).

Mos teller R D, Culp W, Hardesty B., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57,
1817 (1967).

Nair K G, Arnstein H.R.V., Biochem. J. 97, 595 (1965).

Nair K. G, Zak R, Ragbino witz M. Biochemistry 5 2674 (1966).
Nakamoto T, Kolakofsky D., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 55, 606 (1966).
Nakamoto T, Conway T. W,, Allende J E, Spyrides G. J, Lip-
mann F., Cold Spring Harbor Symposia Quant. Biol. 28, 227 (1963).
Nathans D, Lipmann F. Biochim. Biophys. Acta 43, 126 (1960).
Nathans D, Lipmann F. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 47, 497 (1961).
Nathans D., Allende J E, Conway T. W, Spyrides G J, Lip-
mann F., Informational Macromolecules, red. H. J. Vogel, V. Bryson,
J. O. Lampen, Academic Press, 1963, str. 349.

Nirenberg M W., Leder P. Science 145, 1399 (1964).

Nirenberg M W, Leder P, Bernfield M, Brimacombe R.L,
Trupin J S, Rottman F. M, ONeil C., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 53,
1161 (1965).

Nishizuka Y., Lipmann F., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 55, 212 (1966).
Nishizuka Y., Lipmann F. Arch. Biochem. Biophys. 116, 344 (1966).
Noll H. Science 151, 1241 (1966).

Nomura M, Lowry C. V., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 58, 946 (1967).
Nomura M, Lowry C V., Guthrie C., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 58,
1487 (1967).

Ohta T, Sarkar S, Thach R.E. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 58, 1138 (1967).
Pari si B.,, Ciferi O. Biochemistry 5, 1638 (1966).

Pari si B, Milano si G, Van Etten J L., Perani A, Ciferri O,
J. Mol. Biol. 28, 295 (1967).

Pas sent J. Post. Biochem. 12, 397 (1966).

Perzynski S, Szafranski P. Biochem. J. 103, Ic (1967).

Pestka S, Mars hall R, Nirenberg M. W., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.
53, 639 (1965).

Pestka S. J. Biol. Chem. 241, 367 (1966).

RayBhandary U. L, Chang S N, Stuart A, Faulkner R D,
Hoskinson R. M, Khorana H. G, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 751
(1967).

Ravel J. M., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 1811 (1967).

Rendi R, Ochoa S. Science 133, 1367 (1961).

Revel M, Gros R. Biochem. Biophys. Res. Comm. 25, 124 (1966).



506

133.
134.
135.
136.

137.
138.

139.
140.

141.
142.
143.

144,
145.
146.

147.

148.
149.
150.

151.
152.

153.
154.
155.

156.

157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.

165.

166.
167.

168.

E. GASIOR [22]

Richter D.,, Klink F. Biochemistry 6, 3569 (1967).

Rosset R, Monier R, Julien J., Ball. Soc. Chim. Biol. 46, 87 (1964).
Rych1lik I, Biochim. Biophys. Acta 114, 425 (1966).

Salas M, Smith M. A, Stanley W. M, Wahba A J, Ochoa S,
J. Biol. Chem. 240, 3988 (1965).

Salas M, Hille M. B, Last J A, Wahba A J, Ochoa S. Proc.
Nat. Acad. Sei. U.S. 57, 287 (1967).

Salas M, Miller M. J, Wahba A J, Ochoa S. Proc. Nat. Acad. Sei.
U.S. 57, 1865 (1967).

Santer M, Smith J. R, J. Bacteriol. 92, 1099 (1966).

Sarabhai A S, Stretton A . OW, Brenner S, Bolle A. Nature
201, 13 (1964).

Schwartz J. H., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 53, 1133 (1956).

Sch weet R. S, Heintz R. Annual Rev. Biochem. 35, 723 (1966).
Schlessinger D., Mangiarotti G, Apirion D., Proc. Nat. Acad.
Sei. U.S. 58, 1782 (1967).

Seeds N. W, Conway T. W., Biochem. Biophys. Res. Comm. 23, 111 (1966).
Skogersen L, Moldave K. Biochem. Biophys. Res. Comm. 27-, 568 (1967).
S6ll D, Ohtsuka E, Jones D. S, Lohrmann R, Hayatsu H,
Nishimura S, Khorana H.G. Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 54, 1378 (1965).
So6ll D, Jones D.S.,, Ohtsuka E, Faulkner R D, Lohr mann R,
Hayatsu H, Khoérana H G, Cherayil J D, Hampel A, Bock
R. M., J. Mol Biol. 19, 556 (1966).

Soll D, RayBhandary U. L., J Mol Biol. 29, 113 (1967K

Spector A, Travis D., J. Biol. Chem. 246, 1290 (1966).

Spirin A C, Lerman H. I, Gawr itowa & P, Bielicyna N. W,
Biochimija 31, 424 (1966).

Spyrides G. J, Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 51, 1220 (1964).

Stanley W. M, Salas M, Wahba A. J, Ochoa S. Proc. Nat. Acad.
Sei. U.S. 56, 290 (1966).

Suarez G, Nathans D. Biochem. Biophys. Res. Comm. 18, 743 (1965).
Sun dar ajan T. A, Thach R. E, J. Mol. Biol. 19, 74 (1966).

Sutter R P, Gasior E, Moldave K. Biochim. Biophys. Acta 108, 719
(1965).

Sutter R P, Moldave K. J. Biol. Chem. 241, 1698 (1966).

Suzuka I, Kaji H, Kaji A. Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 55, 1483 (1966).
Szafranski P. Post. Biochem. 5 67 (1959).

Szafranski P, Klita S. Post. Biochem. 11, 459 (1965).

Szafranski P, Klita S. Acta Biochim. Polon. 11, 61 (1964).

Tak ad a M,, Lip mann F., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 56, 1875 (1966).
Takanami M, Oka moto T, J. Mol. Biol. 7, 323 (1963).

Takanami M., Yan Y. Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 54, 1450 (1965).

Thach R. E, Cecere H A, Sundarajan T. A, Doty P. Proc. Nat.
Acad. Sei. U.S. 54, 1167 (1965).

Thach R E, Dewey K F, Mykolayewicz N. Proc. Nat. Acad. Sei.
U.S. 57, 1103 (1967).

Traut R R, Monro R. J. Mol. Biol. 10, 63 (1964).

Traut R. R, Moore P. B, Delius H, Noller H, Tissieres A,
Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 57, 1294 (1967).

Trupin J S, Rottman R M, Brimacombe R L, Leder P,
Bernfield M R, Nirenberg M. W. Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 53,
807 (1965).



[23]

169.

170.
171.
172.
173.
174.
175.
176.

177.
178.

179.
180.
181.
182.
183.
184.

TRANSLACJA KODU GENETYCZNEGO 507

Trupin J S, Dickerman H, Nirenberg M W, Weissbach H.,
Biochem. Biophys. Res. Comm. 24, 50 (1966).

Waller J. P, J. Mol. Biol. 7, 483 (1963).

Waller J. P, J. Mol. Biol. 10, 319 (1964).

Warner J, Rieh A. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 51, 1134 (1964).

W ar tak J., Post. Biochem. 9, 367 (1963).

Watson J. D, cyt. wg 102.

Weber M J, De Moss J.S. A, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 55, 1224 (1966).
Webster R E, Engelhardt D. L, Zinder N. D. Proc. Nat. Acad.
Sci. U.S. 55, 155 (1966).

Weigert M. G, Garen A. Nature 206, 992 (1965).

Weisberger A S, Armentrout S, Wolfe S. Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S. 50, 86 (1963).

Weisberger A S, Wolfe S. Federation Proc. 23, 976 (1964).
Wettstein R O, Noll H. J Mol Biol. 11, 35 (1965).

Williamson A, Schweet R. S, J. Mol. Biol. 11, 358 (1965).
Vinuela E, Salas M, Ochoa S, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 729 (1967).
Zamir A, Holley R, Marquisee M, J. Biol. Chem. 240, 1267 (1965).
Zamir A, Leder P, Els on D. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 56, 1794 (1966).



http://rcin.org.pl



Post. Blochem. 14, 509—522 (1968).

BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT *

N-formylometionylo-tRNA jako inicjator syntezy tancucha
polipeptydowego

N-formylmethionyl-tRNA as initiatior of polypeptide chain synthesis

The biosynthesis and properties of N-formylmethionyl-tRNA as well as its role
in the initiating of polypeptide chain synthesis are discussed.

Synteza tancucha peptydowego odbywa sie na rybosomach podczas
wzajemnego oddziatywania informacyjnego RNA i aminoacylo-tRNA
w obecnosci enzymow zawartych w rozpuszczalnej frakcji biatek komar-
kowych, GTP oraz jedno- i dwuwartosciowych kationow. Wtasciwe od-
czytanie informacji genetycznej o sekwencji i ilosci aminokwaséw w tan-
cuchu wymaga precyzyjnie dziatajgcego mechanizmu zapoczatkowujace-
go synteze. Konieczne sa tak zwane ,znaki przestankowe”, czyli sygnaty
mowigce o poczatku i kofncu tancucha polipeptydowego.

Rozpoznanie wtasciwego aminoacylo-tRNA ma miejsce na podjednost-
ce 30S rybosomu, w wyniku interakcji kodonu zawartego w czasteczce
MRNA z antykodonem w czasteczce tRNA (rysunek 1).

305

Rys. 1. Interakcja rybosomu, mRNA i tRNA podczas biosyntezy biatek (10).

* Dr, Zaktad Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckie-
go, Warszawa.

Wykaz uzywanych skrétow:
fIFH4— formylotetrahydrofolan
GMP-PCP—5’-guanylo-metylenodwufosfonian



510 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [2]

Adenozynowy koniec tRNA zwigzanego z czasteczkg aminokwasu #3-
czy sie z tak zwanym receptorowym miejscem podjednostki 305 ryboso-
mu, podczas gdy analogiczny fragment tRNA, niosacy grupe peptydylo-
wg, wigze sie z donatorowym miejscem na podjednostce 50S rybosomu
(11, 64). Podczas wydtuzania tancucha polipeptydowego nastepuje prze-
niesienie grupy peptydylowej, potagczonej jeszcze z tRNA, na aminoacyl-
-tRNA. Wigzanie peptydowe tworzy sie w wyniku kondensacji gru-
py-NH2 aminoacylo-tRNA z grupg karboksylowg polipeptydu. Procesowi
temu towarzyszy rozszczepienie jednej czasteczki GTP (74).

Zamir i Leder (105) przypuszczali, ze w procesach przenoszenia
grupy peptydylowej uczestniczy enzym zwigzany z podjednostkg 505
rybosomu. Monro i wsp. (63, 64) stwierdzili, ze istotnie transferaza
polipeptydylowa jest zwigzana z podjednostkg 50S rybosomu w pozycji
umozliwiajgcej kontakt z obydwoma rodzajami tRNA.

Po utworzeniu wigzania peptydowego uwalnia sie tRNA potgczony
dotad z fragmentem peptydylowym, a wydiuzony o jeden aminokwas
peptydylo-tRNA przerzuca sie na miejsce donatorowe z jednoczesnym
przesunieciem wzdtuz mRNA. W ten sposéb na rybosomie zwalnia sie
miejsce receptorowe na przyjecie nowego aminoacylo-tRNA. Synteza
polipeptydu przebiega do momentu pojawienia sie w tancuchu mRNA
sygnatu informujgcego o zakonczeniu tancucha (32, 43, 44, 100).

Synteza tancucha polipeptydowego rozpoczyna sie woéwczas, gdy na
rybosomie znajdujg sie: fragment mRNA zawierajacy kodon inicjujacy
i przynajmniej dwa utozone obok siebie aminoacylo-tRNA. Zdaniem
Nakamoto i Kolakofsky’ego (68) prawidtowe rozpoczecie syn-
tezy tancucha polipeptydowego zalezy przede wszystkim od usytuowa-
nia dwoch aminoacylo-tRNA na rybosomie, w mniejszym za$ stopniu od
specyficznego wigzania rybosomu z mRNA.

Przy zalozeniu, ze pierwsze wigzanie peptydowe w tancuchu polipep-
tydowym powstaje w ten sam sposéb co wigzanie wewnatrz tancucha,
wytania sie sprawa substratowej specyficznosci transferazy polipeptydy-
lowej (76). Transferaza ta dziatajgca przy wydtuzaniu tafcucha polipep-
tydowego, rozpoznaje bowiem nienatadowang (obojetna) grupe amidowa
peptydylo-tRNA, za$ przy inicjowaniu syntezy tego tancucha substrata-
mi jej sa dwa aminoacylo-tRNA z naladowanymi grupami-NH3+. Teore-
tycznie zmodyfikowanie grupy-NH3+ jednego z aminoacylo-tRNA, upo-
dobniajagce go do peptydylo-tRNA, mogtoby utatwié rozpoznanie tego
zwigzku przez transferaze (76). Tego typu pochodna aminoacylo-tRNA
powinnaby by¢ kodowana przez specjalny, inicjujacy kodon. Wykrycie
N-formylo-metionylo-tRNA w E. coli (61) uprawdopodobnito takg hipo-
teze.

Stwierdzono, ze w biatkach E. coli grupy aminowe metioniny stano-
wig prawie potowe ilosci grup N-koncowych (102), a co wiecej, ze biatka
otoczki niektorych fagdw, syntetyzowane in vitro w ekstraktach bezko-
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mdrkowych E. coli pod wptywem RNA z fagow M7 i f2, zawierajg for-
mylometioning jako N-koricowy aminokwas (1, 36, 86, 103). Wysunieto
zatem hipoteze, ze formylometionina stanowi uniwersalny inicjator w bio-
syntezie biatek (13, 14, 97). Poniewaz jednak w otoczce biatkowej samego
faga f2 alanina a nie formylometionina jest N-koAcowym aminokwa-
sem (36) przypuszczano, ze grupa formylowa lub tez cata formylometio-
nina ulega odszczepieniu na drodze enzymatycznej (36, 106). Wykryto
tez enzym, ktéry wybidrczo odszczepia grupe formylowa od dwupeptydu
formylometionylo-alaniny, a nie uwalnia tej grupy potaczonej z pojedyn-
czym aminokwasem (36). Nie udato sie jednak, jak dotad, znalezé enzymu
odszczepiajacego formylometionine od tancucha polipeptydowego.

W biatkach E. coli dotychczas nie wykryto innych uformylowanych
aminokwasow précz formylometioniny (36, 61), a coraz wieksza liczba
danych doswiadczalnych wskazuje na zwigzek N-formylometionylo-tRNA
z mechanizmem inicjujacym synteze biatek, przynajmniej w systemach
bakteryjnych.

I. Biosynteza formylometionylo-tRNA

Przytgczenie aminokwaséw do swoistych dla nich tRNA nastepuje
pod wptywem okre$lonych syntetaz aminoacylo-tRNA (6). Wigzanie me-
tioniny z tRNA katalizuje specyficzna syntetaza metionylo-tRNA (7, 61,
70, 92).

Metionylo-tRNA dzieli sie na dwie frakcje roznigce sie szybkoscig
wedrowania w czasie jonoforezy na zelu i odznaczajace sie rézng zdol-
noscig formylacji przez transformylaze (rysunek 2): nie formylowany,
szybciej wedrujacy metionylo-tRNAM oraz formylowany, wolniej poru-
:zajacy sie, metionylo-tRNAj.- (18, 20, 41, 57, 60).

Met -tRNA (RM) ATP Metionylo - tRNAM ~ (— 30%)

syntetaza )
metion»in-tona  Metionylo-tRNAp G—70%)

F-metionylo- 1RNAp
Rys. 2. Biosynteza formylometionylo-tRNAF

Dotychczas udato sie ustali¢ sekwencje nukleotydowa jedynie w me-
tionylo-tRNAp (rysunek 3) (25). Stwierdzono, ze trojnukleotyd CAU pet-
ni funkcje antykodonu, a tworzenie par pomiedzy zasadami rozpoczyna
sie metionylo-tRNAF od konca wigzacego aminokwas, od zasady nr 6
a nie od zasady nr 5, jak to ma miejsce w innych tRNA. Autorzy pod-
kreSlajg, ze obecnos¢ U jako trzeciej zasady w antykodonie umozliwia,
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zgodnie z hipotezg tolerancji Cricka (ang. wobble hypothesis), odczyty-
wanie zaréwno A jak i G obecnych w kodonie. W czasteczce metionylo-
-tRNAF wykazano takze obecnos¢ kilku zmetylowanych zasad (25).
Nishimura i wsp. (73) wykazali, ze przynajmniej 30 nukleotydéw
w metionylo-tRNAF i metionylo-tRNA]\t utozonych jest w tej samej ko-
lejnosci, co moze sugerowac, ze réznice pomiedzy nimi polegajg przede
wszystkim na ich odmiennej strukturze czwartorzedowej.

Rys. 3. Model tRNAF wyizolowanego z E.coli CA 265 (25)

Marcker i Sanger (61) nie zdotali wykry¢ enzymu katalizuja-
cego przytgczanie formylometioniny do odpowiedniego tRNA i przypusz-
czaja, Ze a-aminowa grupa metioniny ulega formylacji dopiero po utwo-
rzeniu sie metionylo-tRNA. Donatorem grupy formylowej w tym procesie
jest formylotetrahydrofolan, f10FH4, lub jego trojglutamylowa pochodna
(1, 18, 22, 24, 30, 57, 86). Transformylaze metionylo-tRNA z E. coli B.
oczyszczono 1500 razy i oznaczono, ze jej ciezar czasteczkowy wynosi
okoto 25 000 (22, 23, 24). Supernatanty pozostate po odwirowaniu rybo-
somow z preparatéw E. coli K12, Streptomyces antybioticus, Lactobacil-
lus leichmanii i Clostridium tetanomorphum formylujg metionylo-tRNAp
zaréwno z E. coli (29), jak i ze Swinki morskiej (15), wydaje si¢ zatem, ze
sekwencja nukleotydéw okres$lajaca specyficzno$¢ formylacji jest w tych
tRNA zlizona (24).
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Fakt formylowania wybidérczo metionylo-tRNAF (a nie metionylo-
-tRNAM wskazuje, ze transformylaza metionylo-tRNA rozpoznaje tan-
cuch polinukleotydowy RNA przenoszagcego. Natomiast analogi metioni-
ny etionina i norleucyna po zacylowaniu tRNA ulegajg formylacji z ta-
ka samg wydajnoscig jak metionylo-tRNA, co Swiadczy o niezdolnosci
transformylazy do rozréznienia tych aminoacylo-tRNA (96). Trupin
i wsp. (96) przypuszczaja zatem, ze oba analogi mogg zastepowaé¢ metio-
nine w inicjowaniu fafncucha polipeptydowego, zwilaszcza, iz wiadomo,
ze moga one by¢ wbudowywane do biatek E. coli zamiast metioniny (82).

Transformylaza metionylo-tRNAF, w obecnosci metionylo-tRNAp
jak réwniez tRNAp jest oporna na inaktywacje cieplng i inaktywacje wy-
wotang dziataniem trypsyny, poniewaz prawdopodobnie w nieobecnosci
donatora formylu tworzy sie kompleks enzymu z tymi zwigzkami. Fakt,
ze ochraniajacy wptyw metionylo-tRNAp jest wiekszy niz tRNAp moze
wskazywac, iz obecno$¢ wigzania estrowego sprzyja po#aczeniu tRNA
z enzymem a takze sugerowac, ze wiazanie to jest drugim, obok sek-
wencji nukleotydow w RNA, warunkiem specyficznosci formylacji me-
tionylo-tRNAp.

Il. Wigzanie formylometionylo-tRNA z rybosomami

Warunkiem utworzenia pierwszego wigzania peptydowego jest zwig-
zanie z rybosomami zmodyfikowanego aminoacylo-tRNA przypominaja-
cego budowe peptydylo-tRNA. Wigzanie to powinno zaleze¢ od specjal-
nego inicjujacego kodonu (68), ktory powinien zapewnia¢ jeden schemat
odczytywania informacji genetycznej, uniemozliwia¢ btedne odczytywa-
nie kodu (ang. out-of-phase reading) oraz umozliwia¢ zachodzenie synte-
zy polipeptydéw od okreslonego punktu (94). Przyjmujac, ze role ana-
logu peptydylo-tRNA petni formylometionylo-tRNAp badano zalezno$¢
wigzania metionylo-tRNA z rybosomami w uktadzie opracowanym przez
Nirenberga i Ledera (71) od réznych zwigzkéw typu pUpUpUp
(16, 18, 41, 48, 58, 91). Nie ulegajacy formylacji metionylo-tRNAMwiagze
sie z rybosomami E. coli jedynie w obecnosci AUG, wiasciwego kodonu
dla metioniny (72), przy optymalnym stezeniu jondw Mg2+ wynoszgcym
0,03M (19, 41, 89). Metionylo-tRNAp, jak réwniez formylometionylo-
-tRNAp, wigzg sie z rybosomami najsilniej w obecnosci AUG, stabiej za$
przy GUG i UUG, a najstabiej w obecno$ci CUG (18, 19, 49, 59) przy trzy-
krotnie nizszym stezeniu Mg2+ (59).

Wigzanie formylometionylo-tRNAp z rybosomami, zachodzgce w obec-
nosci naturalnego (z fagéw) lub syntetycznego mRNA zalezy od czynni-
kéw enzymatycznych Fx i F2 zwigzanych z rybosomami (9,16,28,54,8,
79, 84, 90,101 . Czynniki te stymulujg proces wigzania w zaleznosci od
stezenia jonéw Mg2+ w mieszaninie inkubacyjnej (2, 5, 83, 84); dos¢ znacz-
nie przy stezeniach Mg2+ nizszych niz 10 mM, natomiast mniej przy wyz-
szych stezeniach Mg2+ (84). Nalezy podkres$li¢, ze czynniki F: i F2 nie
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wpltywajg na wigzanie nieuformylowanej pochodnej metionylo-tRNAp
ani tez metionylo-tRNAM (4,484). Podczas wigzania formylometionylo-
tRNAF z rybosomami niezbedne jest GTP (3, 4, 5, 50, 80, 84). GTP moze
niekiedy by¢ zastagpione w tym procesie przez ATP i ITP (4), a w pew-
nych warunkach takze przez analog GTP, GMP-PCP (5-guanylo-mety-
lenodwufosfonian, wzor 1) (4, 67, 80), ktéry jest inhibitorem syntezy bia-
tek u E.coli (37), natomiast GDP hamuje wigzanie formylometionylo-
-tRNAF z rybosomami (50). W tym etapie syntezy polipeptydu nie na-
stepuje wiec hydroliza GTP, a zatem jego rola nie podlega na dostarcza-
niu energii. Poczatkowo przypuszczano (3), ze GTP tworzy kompleks
z biatkiem czynnikéw inicjujacych Fxi F2 jednakze okazato sie, iz bar-
dziej oczyszczone preparaty Fx i F2 odznaczajg sie stabg zdolnoscig do
wigzania GTP (2), oraz ze GTP tworzy kompleks z czynnikiem Ty, nie-
zbednym przy polimeryzacji aminokwaséw, a wystepujagcym jako zanie-
czyszczenia w preparatach Fxi F2 (74). Tak wiec rola GTP przy wigza-
niu formylometionylo-tRNAF wymaga jeszcze wyjasnienia.

GMP-PCP

W ukitadzie zawierajacym obok rybosoméw 70S podjednostki 30S
i 50Sloraz mRNA z faga f2, formylometionylo-tRNAF wigze sie jedynie
z podjednostkg 30S, za$ metionylo-tRNAM— z kompleksem SOS-SOS' lub
z rybosomem 70S (88, 78). Dodanie podjednostki 50S do uktadu specy-
ficznie hamowato wigzanie formylometionylo-tRNAF przez podjednostke
30S stymulujac zarazem wigzanie innych aminoacylo-tRNA kierowane
przez inne kodony. Ostatnio liczni badacze potwierdzili wybidrcze wia-
zanie formylometionylo-tRNAF przez podjednostke 30S rybosomu (29,
33,39,85), w ktérej wedtug Eisenstadta i Brawermana (29

Do rozstrzygniecia czy kodon inicjujagcy rozpoznawany jest przez me-
tionylo-tRNAF czy tez formylometionylo-tRNAF, moze przyczynié sie
wyjasnienie czy formylacja metionylo-tRNA nastepuje przed czy po
zwigzaniu z rybosomami.

Leder i Bursztyn (48) wykazali, ze w obecnosci kodonu AUG
formylometionylo-tRNA stabiej wigze sie z rybosomami E. coli niz me-
tionylo-tRNAp, co wskazywatoby na formylacje metionylo-RNAF juz po
zwigzaniu go z kompleksem rybosom-mRNA (45, 47). Ponadto prawdo-
podobnie to samo miejsce na rybosomie mogg zajmowaé formylometio-
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nylo-tRNAF, metionylo-tRNA, jak réwniez tRNA, co stwarza mozliwosé
kompetycji (48).

Nakamoto i wsp. (26, 27,42, 68) sg natomiast zwolennikami po-
gladu, ze formylacja nastepuje przed zwigzaniem aminoacylo-tRNA z ry-
bosomami, poniewaz formylometionylo-tRNA wzmaga w pewnych wa-
runkach synteze biatek w ekstraktach E. coli. Ponadto bardzo duza ak-
tywnosé formylacji w ekstraktach E. coli, utrzymujgca niezwigzany z ry-
bosomami metionylo-tRNA w stanie maksymalnego uformylowania (27)
oraz dane Marckera i Sangera (61) o wystepowaniu u E. coli po-
towy metionylo-tRNA w stanie uformylowanym, wykluczajg zdaniem
Economou i Nakamoto (27) formylacje metionylo-tRNA na rybo-
somie. Fakt, ze przy niskich stezeniach jonow Mg2+ (5 mM) wigze sie
z rybosomami wiecej formylometionylo-tRNAF niz metionylo-tRNAp (84)
popiera takze hipoteze Nakamoto.

I11. Wbudowywanie metioniny i formylometioniny do polipeptydow

U E. coli obydwa rodzaje RNA przenoszacego dla metioniny wykazujg
rézng specyficzno$¢ w stosunku do réznych syntetycznych mRNA (17,43,
59): w obecnosci poli UG wbudowuje sie w polipeptydy jedynie metio-
nina z metionylo-tRNAF, podczas gdy w obecnosci poli UAG donatorami
metioniny sg zaréwno metionylo-tRNAF jak i metionylo-tRNAM przy
czym ten ostatni jest efektywniejszy. Okoto 70°/0 35S-metieniny pocho-
dzacej z BS-metionylo-tRNAF pojawia sie na koncu polipeptydu o wol-
nej grupie —NH2 Metioning z metionylo-tRNAM znajdowana natomiast
wewnatrz tancucha (58, 59).

Triplet AUG koduje wbudowywanie formylometioniny do biatek
E. coli zaréwno wtedy, gdy znajduje sie on na poczatku oligo-
nukleotydu ApUpG(pU)zs— jak tez gdy tkwi wewnatrz oligonukleotydu
ApApApUpG(pU)3, przy czym w obecnosci tego ostatniego pomimo, ze
AAA koduje wbudowywanie lizyny, formylometionina stanowita pierw-
szy aminokwas w zsyntetyzowanym polipeptydzie (2, 94). Dane te, jak i fakt
wbudowywania formylometioniny takze pod wptywem UpUpG(pU)2s (94),
zgodne sg z omowionymi juz obserwacjami réznych autorow o wig-
zaniu formylometionylo-tRNAp z rybosomami w obecnos$ci zarébwno AUG
jak i UUG. Na translacje syntetycznych oligonukleotydow wptywajg
rowniez czynniki Fi i F2 W obecnos$ci poli UG (5:1) i poli UAG (6:1:1)
zwiekszajg one dwa do trzech razy wbudowywanie fenyloalaniny i me-
tioniny (101). W obecno$ci AUG(A)nczynniki te stymulujg przede wszyst-
kim wbudowywanie metioniny z formylometionylo-tRNAp, w bardzo sta-
bym za$ stopniu z metionylo-tRNAp (84). Wydaje sie, ze dziatanie czyn-
nikow Fi i F2 jest specyficznie zwigzane z tripletem AUG umieszczo-
nym na koncu 5° mRNA, poniewaz nie wptywajg one na whudowywanie
aminokwaséw w obecnosci syntetycznych oligonukleotydéw typu poli A

3 Postepy Biochemii
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(84) oraz nukleotydow zawierajgcych AGU i GGU na poczatku tancucha
mMRNA (101). Zwiekszenie intensywnos$ci wbhudowywania niektérych ami-
nokwaséw do polipeptydu pod wptywem czynnikéw Fxi F2w obecnosci
nadmiaru enzymoOw przenoszacych, pozwala przypuszczaé, ze jeden z tych
czynnikéw jest enzymem specyficznie katalizujagcym tworzenie pierwsze-
go wigzania peptydowego pomiedzy N-formylometioning z N-formylo-
metionylo-tRNA i nastepnym aminoacylo-tRNA zwigzanym z akcepto-
rowg czescig rybosomu (10,101).

Sundararajan, Thach i wsp. (91, 94) =zajeli sie zagad-
synteze tancucha polipeptydowego. Okazato sie, ze AUG w wielu oligonu-
kleotydach uniemozliwia rozpoznanie kodonu zachodzacego (ang. over-
lapping), pozwala za$ na ttumaczenie kodonéw przylegtych. Na przyktad
w nukleotydzie ApUpGpUpUp(pU)L2 przy 0,01M stezeniu jonéw magnezu
nie jest ttumaczony kodon GUU, natomiast jest ttumaczony kodon UUU
(94). AUG kieruje odczytywaniem kodonu w kierunku od konca 5’ do 3’
przy czym prawdopodobnie nie jest konieczna jego obecno$¢ na kon-
cu 5.

Oprécz AUG role kodonu inicjujagcego moze takze petni¢é GUG oraz
w pewnych okreslonych warunkach takze i GUA (34). Wykrycie wiecej
niz jednego inicjujgcego kodonu, wigzace sie z zagadnieniem dege-
neracji kodonu w pierwszej i trzeciej pozycji trypletu, nasuwa mysl
o specyficznosci ich rozpoznawania oraz o istnieniu kilku inicjujgcych
tRNA. Poniewaz dotychczas dostepne metody wskazujg na homogennos$é
metionylo-tRNAp Ghosh, S6l1 i Khorana (34) sugeruja, ze roz-
poznanie AUG i GUG jest mozliwe dzieki specyficznemu ich wigzaniu
z okresSlonymi czesciami rybosomu. Biologiczne znaczenie wystepowa-
nia kilku kodonéw inicjujacych mogtoby polegaé przy réznej ich wy-
dajno$ci na regulowaniu iloSci i szybkosci syntezy roznych biatek.

IV. Badania mechanizmu syntezy pierwszego wigzania peptydowego

Do poznania tego mechanizmu przyczynito sie zastosowanie zwigzkdéw
0 budowie analogicznej do substratow uczestniczacych w reakcji

!
n i

HYy OH O OH

H2N-C-CHj-0-00™

H
Fragment aminoacylo-

Puromycyra adenozynowy w tRNA
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Puromycyna (Il), ktéra przypomina budowg adenozyno-aminokwa-
sowg (Ill) czes¢ aminoacylo-tRNA (104), a nie ma czesci warunkujgcych
jej specyficznosé i decydujacych o jej taczeniu sie z rybosomami, wcho-
dzac w reakcje z peptydylo-tRNA powoduje powstanie kompleksu, ktéry
odtagcza sie od rybosomu (21, 55, 95), co hamuje synteze biatek. Zdaniem
Smitha i wsp. (88) reakcja ta (reakcja 1) jest analogiczna do syntezy
wigzania peptydowego.

T il
NH—CH—CO—RNAn + NH2—CH—CO —aminonukleozyd-* 1
(peptydylo—RNA) (puromycyna)
Rn R*

| |
NH2—CH~CO—NH—CH—CO—aminonukleozyd + tRNAn

Puromycyna w okre$lonych warunkach moze takze reagowac¢ z formylo-
metioning dajgc formylometionylo-puromycyne (10, 46, 83, 105). Synteza
ta zachodzi w obecnosci kodonu AUG, rybosoméw i czynnikéw Fj i F2
a zrédtem formylometioniny moze by¢ formylometionylo-tRNAF, lub
jego koncowy fragment otrzymany przez trawienie rybonukleazg Tx
i zidentyfikowany jako CAACCA-formylometionina (65, 66). Natomiast
metionina zwigzana z tRNAMnie taczy sie z puromycyng. Podobnie, ace-
tylowa pochodna metionylo-tRNAp reaguje z puromycyng w odroznie-
niu od acetylometionylo-tRNAM (10). Wyniki te jak réwniez fakt, ze
CAACCA-formylometionina reaguje z puromycyng jedynie w obecnosci
podjednostki 50S rybosomu (63) przemawiajg za przypuszczeniem, ze
formylometionylo-tRNAF lokuje sie na rybosomie w miejscu donatoro-
wym, zajmowanym podczas wydtuzania taricucha polipeptydowego przez
peptydylo-tRNA, dzieki czemu mozliwe jest rozpoczecie syntezy tancu-
cha (105). Decydujgca role odgrywa tu, zdaniem Bretschera (10)
i Ledera (45) struktura tRNAp.

Reakcja formylometionylo-tRNA z puromycyng wymaga obok kodo-
nu i czynnikéw Fi i F2 takze obecnosci GTP (38, 67). Co wiecej, formylo-
metionylo-tRNAp zwigzany z rybosomami przy udziale GMP-PCP, nie
reaguje ani z puromycyna ani z innnymi aminoacylo-tRNA. GMP-PCP
hamuje takze synteze formylometionylo-fenyloalaniny (93). Wyniki te
w przeciwienstwie do danych Nishizuki i Lipmanna (75 prze-
mawiajg za udziatem GTP rdéwniez i w syntezie pierwszego wigzania
peptydowego.

AUG koduje wbudowywanie zaréwno formylometioniny jak i metio-
niny, istotne staje sie zatem rozpoznanie przez ten kodon formylometio-
nylo-tRNAp i metionylo-tRNAM zawierajgcych ten sam antykodon.
Sundararajan i Thach (91) decydujacg role przypisujag wspot-
dziataniu tych aminoacylo-tRNA 2z okreSlonym miejscem rybosomu.
W procesie zapoczatkowywania tancucha, kodon AUG znajdujacy sie
w poblizu lub na koncu 5’ mMRNA oddziatuje wedtug nich na cze$¢ dona-
torowg rybosomu, zajmowang przy wydtuzaniu tancucha przez peptydy-
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lo-tRNA, kodujac tym samym wigzanie formylometionylo-tRNAF i wbu-
dowywanie formylometioniny. Natomiast AUG ulokowany wewnatrz
tancucha mRNA, oddziatujgc na receptorowg cze$¢ rybosomu, zajmowa-
ng przez aminoacylo-tRNA, decyduje o wigzaniu metionylo tRNAM
i w konsekwencji o wbudowywaniu metioniny. Za taka sugestig prze-
mawiajg wyniki badan z zastosowaniem puromycyny jak réwniez dos-
wiadczen nad syntezg polimetioniny (34), wykazujace, ze formylometio-
nylo-tRNAF wigze sie z donatorowa czescig rybosomu, za§ metionylo-
-tRNAM z jego cze$cig receptorowa. Za wigzaniem metionylo-tRNAM
z receptorowg czescig rybosomu przemawia tez fakt, ze metionylo-tRNA"
wigze sie z rybosomami przy podobnym stezeniu jonéw Mg jak wyma-
gane do wigzania innych aminoacylo-tRNA (69, 99).

Mozna sugerowaé nastepujaca kolejnos¢ reakcji wymaganych do
rozpoczecia syntezy tanicucha polipeptydowego: w wyniku interakcji
metionylo-tRNAF z kompleksem rybosom-kodon tworzy sie ztozony kom-
pleks inicjujacy, przy czym o doigczeniu go do donatorowej czesci rybo-
somu decyduje sama struktura metionylo-tRNAF. Formylacja metionylo-
-tRNAF zwigzanego z rybosomami prowadzi do zmian konfiguracji me-
tionylo-tRNA, nie wywiera natomiast wptywu na rozpoznanie kodo-
nu (48). Po utworzeniu kompleksu formylometionylo-tRNAFrybosom-
-kodon mozliwe jest juz powigzanie z nastepnym aminoacylo-tRNA
i utworzenie pierwszego wigzania peptydowego.

Ostatnie badania coraz wyrazniej wskazujg na role struktury rybo-
somu w oddziatywaniu kodon-antykodon (77, 78, 85). Przypuszcza sie,
ze dla zainicjowania syntezy tancucha konieczna jest dysocjacja rybo-
somu 70S na podjednostki 30S i 50S, zachodzaca pod wpltywem kodo-
nu determinujagcego koniec polipeptydu. Nomura i Lowry (77)
sadza, ze podjednostki 30S rybosomu, wystepujace u E. coli (35, 40, 56),
rozpoznajag kodon inicjujagcy AUG i wigzg wybidérczo formylometiony-
lo-tRNAp tworzagc kompleks formylometionylo-tRNAFpodjednostka 30S,
kodon, ktéry udato sie wyizolowac (33, 77). Dopiero w nastepnym etapie
dotgcza sie do tego kompleksu podjednostka 50S1(77, 78). Powstajg wow-
czas wihasciwe warunki do utworzenia pierwszego wigzania peptydowego
i translacji dalszych kodon6w znajdujagcych sie w mRNA, w tym takze
kodonu AUG dla metioniny.

N-formylometionylo-tRNAp jest niezbednym czynnikiem w inicjacji,
miedzy innymi ze wzgledu na zwiekszenie stabilnoSci potgczenia rybo-
somu z kodonem inicjujacym. Wiadomo jednak, ze synteza homopoli-
peptydow przy uzyciu syntetycznych oligonukleotydéw typu poli U za-
chodzi w nieobecnosci specjalnego inicjatora. Wedlug Nakamoto
i Kolakofsk y’ego (68) juz samo zastosowanie jonéw Mg2+ w steze-
niach wyzszych niz 0,01M wystarcza do stabilizacji kompleksu rybosom-
-kodon. Synteza polifenyloalaniny w tych warunkach nie wymaga czyn-
nikdéw inicjujacych (54). Jednak je$li synteze te prowadzi¢ w obecnosci



fil] N-FORMYLOMETIONYLO-tRNA 519

poli U przy nizszych stezeniach Mg2+ (0,006M), to woéwczas zalezy ona
w bardzo znacznym stopniu od dodanych formylometionylo-tRNA lub
peptydylo-tRNA (69). Przy 0,004M stezeniu jondw Mg2+ role czynnika
inicjujagcego w syntezie polifenyloalaniny moze réwniez petni¢ IV-acetylo-
fenyloalanylo-tRNA (52, 53, 69, 98). Co wiecej, rybosomowe czynniki
Fi i F2jak rowniez GTP, stymuluja, podobnie jak w przypadku N-for-
mylometionylo-tRNAF, wigzanie 1V-acetylofenyloalanylo-tRNA z ryboso-
mami (53, 69). Wyniki te potwierdzajg hipoteze Nakamoto i Kola-
kofsky’ego, ze wiasciwe utozenie kilku aminoacylo-tRNA wystarcza
do zainicjowania syntezy polipeptydu.

Formylometionylo-tRNAp mozna uwaza¢ za inicjatora syntezy poli-
peptydéw w bezkomérkowych uktadach bakteryjnych. Wyodrebnienie
tego zwigzku takze z retikulocytow krélika wskazywa¢ moze na jego
bardziej uniwersalng role w biosyntezie biatka (76). Jesli tak jest, to
synteza biatek zalezy réwniez od dostepnosci fragmentéw jednoweglo-
wych i tetrahydrofolanu, niezbednych do uformylowania metionylo-
-tRNAF. Pewne potwierdzenie tej sugestii stanowi zaré6wno wysoka zdol-
nos$¢ do inicjowania syntezy tarnicucha polipeptydowego in vitro w reti-
kulocytach (76), komérkach zawierajacych znaczng ilo$¢ enzymu synte-
tyzujacego formylotetrahydrofolan (8), jak rowniez uzaleznienie wbu-
dowywania aminokwasoéw do biatek E.coli od dostepnosci formylometio-
nylo-tRNAF lub f5FH4 w warunkach zahamowania syntezy badz tetra-
hydrofolanu (30, 51, 87) badz tez formylometionylo-tRNAp (31).
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JANINA MALEC*

Biatka jgdra komorkowego a mechanizm kontroli genetycznej

Nuclear Proteins and the Mechanism of Gene Control

The actual views on some properties and possible function in gene control of
histones and other nuclear proteins are presented.

Réwnoczesnie z gromadzeniem wiadomosci o roli DNA w mecha-
nizmie dziatania genéw oraz o sposobie przekazywania informacji gene-
tycznej z DNA na komorkowy aparat biosyntezy biatka, coraz wieksze
zainteresowanie zaczat budzi¢ mechanizm kontroli genéw, stanowigcy
podstawe rozwoju i réznicowania poszczegélnych komorek organizmu.

Wedtug przyjetego pogladu kazda (lub Scislej prawie kazda) komédrka
w organizmie zawiera petny komplet genéw warunkujgcych rézne
funkcje rozmaitych rodzajéow komorek, a wiec taki sam zestaw DNA.
W kazdej komorce zatem musi dziata¢ aktualnie nie caly zestaw gendw,
lecz tylko jego cze$¢, prawdopodobnie zresztg niewielka, nadajac tej ko-
morce jej tylko wiasciwy charakter funkcjonalny i strukturalny. Ilu-
stracjg tej sytuacji moze by¢ cytowane wedtug Buscha i Steele (19)
obliczenie: komdrka watroby ludzkiej zawiera 8— 12 pg DNA, za$ Sredni
ciezar czasteczkowy nukleotydéw wynosi 325. Liczba nukleotydow w ja-
drze waha sie wiec w granicach 1,5—1,9 X1 Ol0 Poniewaz trzy nukleoty-
dy kodujg jeden aminokwas, a dwupasmowy DNA koduje jedno pasmo
MmRNA, catkowita liczba jednostek kodujagcych w jednym jadrze miesci
sie w granicach 2,2—3,5X109. Jezeli przyja¢ dalej, ze Sredni ciezar cza-
steczkowy DNA w komoérce wynosi 107 to odpowiada to okoto 700 000
czasteczek DNA, z ktérych kazda zawiera okoto 5000 efektywnych ko-
dondéw, przy zatozeniu, ze nie ma wsrdéd nich informacji nonsensownych.
Tak wiec dwupasmowy DNA kazdej komoérki maégtby kodowac okoto
300G 000 roznych biatek o Srednim ciezarze czasteczkowym 50 000 czyli
zbudowanych z okoto 400 aminokwaséw. Przypuszcza sie za$, ze aktual-
nie dziata w komdrce przecietnie okoto 30 000 matryc. Musi zatem ist-
nie¢ jaki$ mechanizm, ktory wiacza lub wytgcza aktywnos$¢ pewnych ge-
néw w zaleznosci od charakteru komdrki. Jezeli jednak kazda komdrka
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tego samego organizmu posiada ten sam zestaw DNA, to oczywiscie DNA
nie moze sam petnic¢ roli regulatora tego procesu.

Jacob i Monod (45) przypuszczali, ze role regulatora petni RNA,
co jednakze wydaje sie mato prawdopodobne, juz chocby ze wzgleddw
ilosciowych, poniewaz stanowi on mniej niz 20°/0 kompleksu dezoksy-
rybonukleoproteinowego chromosomu. Natomiast biatka stanowig blisko
60% catej masy chromosomu i z tego wzgledu biatko jadrowe mogtoby
by¢ regulatorem proceséw genetycznych. W 1943 roku Stedmano -
wie (79) wysuneli hipoteze, ze regulatorem tym sag histony. Podstawa
jej byto stwierdzenie, ze w réznych rodzajach komérek histony wyste-
puja w niejednakowych iloSciach, przy czym komorki znajdujgce sie
w spoczynku zawierajg ich procentowo znacznie wiecej niz komorki in-
tensywnie dzielgce sie, przede wszystkim komorki embrionalne i nowo-
tworowe. Hipoteza ta, majaca dzisiaj znaczenie juz raczej tylko historycz-
ne, statla sie jednym z bodzcow do intensywnych badan nad biatkami
jadra komorkowego.

Biatka jadrowe, chociaz stanowig bardzo ztozong grupe biatek, mozna
0go6lnie podzieli¢ na dwie duze grupy: biatka zasadowe i biatka kwasne
i jakkolwiek niewatpliwie istniejg w jadrze bardzo Sciste zwigzki miedzy
nimi, ich witasnosci sg dostatecznie rézne, aby rozpatrywaé je jako od-
rebne jednostki zaréwno pod wzgledem strukturalnym jak funkcjo-
nalnym.

|. Biatka zasadowe

Biatka zasadowe wyodrebnione z kompleksow nukleoproteidowych
réznego typu komdrek poczatkowo podzielono na dwie grupy: na prota-
miny (pochodzace z komorek spermy ryb) i histony (z komoérek soma-
tycznych). Podziat ten stat sie w ostatnich latach przedmiotem zywych
sporéw nomenklaturowych w zwigzku z trudno$cig sformutowania zgod-
nej ze wspotczesnym stanem wiedzy definicji obu tych rodzajéw biatek.
Jakkolwiek wieksza cze$¢ zawartych w jadrze komdrkowym biatek zasa-
dowych znajduje sie w kompleksie z DNA w chromatynie komarki inter-
fazowej, biatka takie znajduja sie réwniez i w soku jadrowym. Termin
histony nie jest wiec synonimem biatek zasadowych jadra komadrkowego.
W roku 1963 Murray (61) sformutowat nastepujgcg definicje, wspdlng
dla protamin i histondw, okre$lajac je razem terminem histonéw: ,histo-
ny sg to biatka zasadowe, ktére niekiedy sg zwigzane z DNA™”. Interpre-
tujac fakt objecia wsp6lng nazwg biatek zaliczanych dotychczas do
dwoch odrebnych grup Murray podkresla, ze podziat ten byt najzupetniej
umowny i w Swietle wspéitczesnego stanu wiedzy utrzymywanie go dtu-
zej jest nieuzasadnione. Histony i protaminy moga by¢ bowiem uwazane
za biatka homologiczne, a rdéznice miedzy nimi nie sg ani wieksze ani
inne niz pomiedzy poszczeg6lnymi typami histonéw. W definicji Murraya
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zostata rdwniez pominieta wiasciwo$¢ uwazana jeszcze niedawno za cha-
rakterystyczng ceche histonéw, a mianowicie brak w ich sktadzie amino-
kwasowym tryptofanu i cysteiny. Za pomocg bardziej nowoczesnych me-
tod analitycznych stwierdzono bowiem obecno$¢ obu tych aminokwaséw
w preparatach histonéw, nie wiadomo jednak czy jest ona zwigzana
z zanieczyszczeniami preparatdw histonowych jakimi$ innymi biatkami
czy tez te aminokwasy stanowig witasciwy sktadnik jakiego$ typu histo-
néw.

Swoj zasadowy charakter zawdzieczajg histony siegajacej 30% za-
wartosci zasadowych aminokwaséw, przede wszystkim lizyny i argininy.
Stosunek ilosciowy histonéw do DNA w kompleksie nukleohistonowym
nie jest jeszcze catkowicie ustalony. Wedtug wiekszosci badaczy (54, 69)
grupy aminowe histonéw wystepujg w iloSci odpowiadajgcej okoto 80—
90% grup fosforanowych DNA, Dounce (34) jednakze utrzymuje, ze
w normalnej watrobie stosunek ten dochodzi do 2, podczas gdy w wa-
trobie regenerujacej i guzach nowotworowych jest bliski 1. Petny pre-
parat histonéw wyekstrahowanych kwasem z jader komorkowych jest
zawsze zlozong mieszaning tych biatek, ktdra w elektroforezie na zelu
skrobiowym (38, 48, 62, 63) i zelu akrylamidowym (29, 62) daje kilka-
nascie prazkow. Liczne préby frakcjonowania tych heterogennych pre-
paratbw w rdéznych laboratoriach i réznymi metodami nie doprowadzity
dotychczas do otrzymania zadnej z frakcji w stanie catkowitej hemogen-
nosci. Ustalono jednak, ze moga by¢ one podzielone na grupy réznigce sie
zawartoscig zasadowych aminokwaséw. Wobec narastajagcego zametu no-
menklaturowego Phillips (69) zaproponowat w 1962 roku tymczaso-
wy, opisowy podziat histonéw na nastepujace frakcje:

Stosunek

liz :arg
Frakcja bogata w lizyne 4
Frakcja $rednio bogata w lizyne 1—4
Frakcja bogata w arginine 1

Ro6znice w sktadzie i w sekwencji aminokwaséw miedzy gtownymi
grupami histondw jak rowniez miedzy peptydami, pochodzagcymi z réz-
nych frakcji (21, 69), nasuwajg przypuszczenie, ze nieregularnos¢
w uktadzie reszt zasadowych wzdtuz taficucha polipeptydowego histonéw
poszczeg6lnych rodzajow musi powodowaé nieregularno$¢ wigzania hi-
stonow z DNA. Jest zatem raczej nieprawdopodobne, aby jedyng rolg hi-
stonéw w nukleoproteidowym kompleksie byto proste zobojetnianie reszt
fosforanowych DNA, jak to poczatkowo przypuszczano. Jakkolwiek pro-
ponowano kilka modeli kompleksu DNA z histonem, zaden z nich nie
jest catkowicie zadowalajgcy (15). Za pomocg fizycznych metod badania
struktury makroczasteczek, przede wszystkim analizy rentgenowskiej
i w podczerwieni, stwierdzono, ze czysty DNA przedstawia strukture
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moze blokowaé¢ wiecej niz jeden kodon lub jezeli zablokowanie jednego
kodonu byloby wystarczajgce dla zahamowania syntezy catego tancucha
RNA, wowczas w jadrze znajduje sie znacznie wiecej histonoéw niz to jest
potrzebne dla zablokowania catego genomu. Z drugiej strony, jak juz
wspomniano wyzej, histony znajdujgce sie w jadrze zawierajg wystar-
czajaca ilosé grup aminowych dla zablokowania 80—90°/0 grup fosfora-
nowych DNA.

Jezeli histony spetniatyby rzeczywiscie funkcje regulatora syntezy
RNA na matrycy DNA blokujac poszczegdlne geny, to powinnaby istnie¢
jaka$ wysoce swoista interakcja pomiedzy poszczegdlnymi czasteczkami
DNA a blokujacymi je histonami. Nasuwa sie wiec pytanie, czy histony
posiadaja wystarczajgca ilos¢ informacji, aby petni¢ te funkcje, a jezeli
tak, to jak te informacje sg w nich zaszyfrowane? W takim wypadku
wydaje sie konieczne istnienie co najmniej setek histonéw réznigcych sie
budowag chemiczng, wzajemnymi stosunkami ilosciowymi, szybkoscig
syntezy itp., wtasciwych poszczeg6lnym tkankom tego samego organizmu
i odmiennych dla organizmdéw r6znych gatunkéw. Na wystepowaniu tego
rodzaju réznic Swiadczacych o swoisto$ci narzadowej i gatunkowej histo-
noéw opierali swojg teorie Stedmanowie. Jednakze wraz z rozwojem me-
tod izolowania i badania histonéw okazato sie, ze poza niewielkimi réz-
nicami w sktadzie wzglednie w sekwencji aminokwaséw (ang. finger-
-printing) podobnymi do tych, jakie stwierdzono w wielu innych biat-
kach zwierzecych, nie wystepujg zadne istotne réznice jakoSciowe mie-
dzy histonami réznych narzadéw i réznych gatunkéw ssakow (22, 23, 37,
38, 54, 65, 69), a nawet ryb (67) i guzéw nowotworowych (31, 32, 37, 53,
54, 65). Jedyng tkanka zwierzecg zawierajagcg odmienny od innych tka-
nek zwierzecych sktad histonéw sa — wedtug niepotwierdzonego dotych-
czas doniesienia Neelina i wsp. (64) — erytrocyty kurczecia. Odmien-
ny sktad histonow stwierdzono takze w pszenicy (48), w ktérej nie ma
frakcji bogatej w arginine. Totez obecnie uwaza sie, ze przynajmniej
w tkankach zwierzecych istnieje nie wiecej niz okoto 20 typow histonow,
z ktérych znakomitg wiekszo$¢ stanowi okoto 8—10 typow. Wedtug
Phillipsa (69) jeden typ histonu jest zwigzany z wieloma grupami
fosforanowymi DNA, a zwigzek ten raczej nie jest przypadkowy.

Doniesienia na temat swoistosci hamujgcego dziatania gtéwnych
frakcji histonowych na synteze RNA sg kontrowersyjne. Allfrey
i wsp. (4,5 6) oraz Huang i wsp. (44) stwierdzili, ze frakcja bogata
w lizyne rézni sie swoimi hamujgcymi witasnosciami od frakcji bogatej
w arginine. Ming i wsp. (58) badajac inhibicje polimerazy RNA przez
histony zaobserwowali, ze w uktadzie izolowanych jgderek wytwarzajg
sie rézne typy RNA (C+ G lub U+ A) w zaleznosci od dodania do uktadu
réznych frakcji histonowych. Barr i Butler (7) natomiast utrzy-
muja, ze dziatanie histonéw jest nieswoiste. Takze w badaniach nad wig-
zaniem sie wyodrebnionego DNA z rdznymi frakcjami histonow nie zna-
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leziono zadnego dowodu na swoisto$¢ interakcji pomiedzy poszczeg6l-
nymi typami histonéw a fragmentami tancuchéw DNA o réznym skia-
dzie (47, 49). Zaobserwowano jednak, ze peiny preparat DNA wykazuje
ro6zng zdolnos¢ wigzania poszczegélnych frakcji histonowych. Do wytrga-
cenia tej samej ilosSci DNA z roztworu potrzeba duzo mniejszej ilosci
frakcji F 1 (0,6—0,8 mg na 1 mg DNA) niz frakcji pozostatych, a naj-
wiekszej ilosci frakcji F 2a (2,6 mg na 1 mg DNA). Efekt ten trudno jest
przypisa¢ prostej roznicy warto$ci dodatniego tadunku na czasteczkach
poszczegblnych typow histonéw. Pochodzi on raczej, jak sugerujg auto-
rzy doswiadczenia, z roznicy ilosci reszt zasadowych dostepnych (na sku-
tek odpowiedniego utozenia przestrzennego czasteczki histonu) dla reszt
fosforanowych DNA. Jest mozliwe na przykiad, ze histony typu frakcji
F 1 sg rozciggniete wzdtuz pasm DNA, pokrywajac dzieki temu znacznie
wiekszg czes¢ czasteczki DNA niz inne typy histondbw o odmiennym
ksztatcie czasteczek. RdAznice w ukiadzie przestrzennym komplekséw roz-
nych typéw histonéw z DNA moglyby wptywac na kondensacje wzglednie
rozluznienie zwojéw DNA, jak to proponowat Zubay. Nie sg to jednak
réznice o tym stopniu swoisto$ci i zréznicowania, aby jedynie od nich
mogta by¢ uzalezniona cato$¢ procesow kontroli genetycznej. Wobec tych
faktéw wydaje sie wiec bardzo nieprawdopodobne, aby kontrola poszcze-
g6lnych genéw nalezata wytgcznie do samych histonéw, sg one raczej
czynnikiem generalnie blokujagcym caty genom. Musiatyby zatem istnie¢
jeszcze inne, bardziej swoiste czynniki kierujgce procesem odblokowy-
wania pojedynczych gendéw wzglednie nadajgce te swoistos¢ histonom.

Czynnikiem nadajacym histonom swoisto$¢ mogtoby by¢ na przykitad
tworzenie odwracalnego kompleksu kwasnego biatka z histonem, jak to
proponujg Busch i wsp. (20):

Histon —DNA ILz (Histon)++ (DNA)~
k
Histon — kwasne biatko "ki (Histon) + (kwasne biatko)-

Wedtug Butlera (24) kwasne biatka tworzg potgczenia z pewng czescig
DNA chromosoméw stanowigcego jakby rdzen chromosomu, podczas gdy
pozostata przewazajgca czes¢ DNA wystepuje w postaci nukleohistonu.
DNA rdzenia chromosomu, zwigzany z kwasnym biatkiem, funkcjono-
watby jako gen regulujacy, za$ histony regulowatyby aktywno$¢ gendow
operatorowych. W takim wypadku moznaby sie byto spodziewac, ze biat-
ka zwigzane z genem regulujacym tworza sie bezpos$rednio na miejscu
swojego przeznaczenia lub w bardzo bliskim jego sasiedztwie. WyniKki
doSwiadczen Patela i Wanga (68) sugerujgce, ze kwasne biatka
chromatyny sg tworzone bezpos$rednio na matrycy DNA, pasuja z tego
punktu widzenia do hipotezy Butlera. Udzial kwasnych bialek w me-
chanizmie kontroli genetycznej zapewniatby znacznie szersze mozliwosci
swoistego sprawowania tej kontroli, bowiem z uwagi na swo6j kwasny
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charakter biatka te majg duzo bardziej urozmaicone mozliwosci tworze-
nia swoistych wigzan z DNA, na przykiad wigzan wodorowych, podczas
gdy histony sg zwigzane z DNA wylgcznie lub prawie wylacznie przez
wigzania jonowe.

Ostatnie lata przyniosty szereg informacji, ktére znowu zwracajg
wiekszg uwage na histony w procesie regulacji genetycznej i kazg watpi¢,
czy rola ich w tym procesie jest rzeczywiscie tak bierna i nieswoista jak
to wynikatoby z poprzednio otrzymywanych wynikéw. Zrédtem bardzo
znacznej ilosci tych informacji sq badania nad stymulowanymi fitohema-
glutyning (PHA) limfocytami, ktore sg szczegllnie dogodnym modelem
dla eksperymentéw nad aktywacjg aparatu genetycznego komorki. Jak
wiadomo, po dodaniu PHA w odpowiednim stezeniu do zawiesiny pra-
widtowych limfocytow z krwi obwodowej nastepuje ich transfomacja
w formy blastyczne, przy czym stwierdza sie najpierw znaczne wzmo-
zenie biosyntezy biatka i RNA, nastepnie zas DNA i wystgpienie mitoz
(28, 71). Na modelu tym stwierdzono, ze bardzo wczesnym objawem akty-
wacji genomu, w okresie gdy nie ma jeszcze $ladu wzmozenia syntezy
histonéw i DNA, wystepuje intensywne acetylowanie i metylowanie hi-
stonéw (3, 71), nie hamowane przez inhibitory biosyntezy biatka, na
przyktad puromycyne. W tym samym okresie, mniej wiecej juz po upty-
wie 60 minut od dodania PHA, a jeszcze przed pobudzeniem syntezy
jakiegokolwiek biatka lub RNA, zaobserwowano siegajgce 100% wzmo-
zenie inkorporacji radioaktywnego fosforu do biatek jadra, przy czym
najwyzszy obrot zwigzanego z biatkiem fosforu obserwuje sie we frakcji
kwasnych biatek chromatyny (50). Co wiecej, wyzsza koncentracja fosfo-
proteidéw wystepuje w regionach luznej, czyli czynnej w procesie syntezy
RNA chromatyny. Fosforylacja biatek jest rbwniez niezalezna od procesu
biosyntezy biatka i nie ulega zahamowaniu przez inhibitory tej syntezy.
Kwasne biatka chromatyny zawierajg fosfor w stosunkowo duzej ilosci
to znaczy okoto 1—I,2°/o, co odpowiada 4—5 grupom fosforanowym na
100 reszt aminokwasowych (50). Jest zatem bardzo prawdopodobne, Zze
obecno$¢ fosfoproteidéw o duzym skupieniu tadunkéw ujemnych uwa-
runkowanych obecnoscig fosforu, moze zmodyfikowac interakcje pomie-
dzy histonami a DNA w odpowiednim obszarze chromatyny i w ten spo-
séb wptynagé na aktywno$¢ matrycy DNA. Stwierdzono zresztg, ze in
vitro zachodzi interakcja fosfoproteidow z histonami i ze utworzenie
kompleksu z tymi biatkami zmniejsza hamujace dziatanie histonéw na za-
lezng od DNA synteze RNA (50, 51). W histonach obecne sg takze grupy
-SH i fosforanowe, ilo$¢ ich jest rozna w réznych frakcjach histonowych
(46,66,70); obok zatem acetylowania i metylowania reakcje fosforylacji
oraz utleniania grup -SH w histonach i innych biatkach jadra mogg sta-
nowi¢ procesy wptywajace na zdolno$¢ syntezy RNA w nukleochroma-
tynie.

W teorii wyjasniajagcej mechanizm kontroli ekspresji genow musi zna-
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lez¢ sie réwniez wyjasnienie faktu ciggtej syntezy histonébw w komor-
kach nie dzielgcych sie. Poniewaz akumulacja ich wystepuje wytgcznie
w zwigzku z replikacjg DNA, catkowita ich iloS¢ w jadrze jest Scisle sko-
relowana z iloscig DNA. Tymczasem, jak juz wspomniano powyzej, we
wszystkich komérkach zachodzi obrét histonéw i jest on rézny w czte-
rech réznych frakcjach histonowych w komdrkach tego samego rodzaju.
Histony nie sg wiec czes$cig statego aparatu genetycznego komorki.
Spadling i wsp. (77) postuluja istnienie dwoch zasadniczych pod
wzgledem funkcjonalnym frakcji histonéw w komoérce — frakcji metabo-
licznie statej oraz frakcji ulegajacej statemu obrotowi. Frakcja o wigkszej
aktywnosci metabolicznej zawierataby histony znajdujgce sie w poblizu
genéw aktualnie czynnych w syntezie RNA, wspoétdziatajagce w tej syn-
tezie oraz ulegajagce odnowie wraz z obrotem RNA. Frakcja metabolicz-
nie stala bytaby zwigzana z genami o aktywnosci potencjalnej, lecz nie
dziatajgcymi aktualnie. Koncepcja, ze histony moga by¢ bezposrednio za-
angazowane w metabolizmie RNA jest tym bardziej interesujgca, ze
Huang i Bonner (43) w kietkach grochu, a Benjamin i wsp.
(8) w komorkach ssakéw znalezli kompleks histonu z RNA. RNA ten byt
oporny na dziatlanie RN-azy do czasu uwolnienia z kompleksu i hetero-
genny w gradiencie sacharozy, a jego sktad wskazywal, ze nie byt to ani
RNA rybosoméw ani przenoszacy. Bardzo ciekawe z tego punktu widze-
nia wydajg sie rowniez obserwacje Bonnera (13), ze RNA wystepu-
jacy w kompleksie z histonem jest rownoczes$nie zwigzany z DNA na co
wskazuje fakt, ze sedymentuje on razem z DNA nawet po enzymatycz-
nym odtrawieniu z kompleksu komponentu histonowego. W zwigzku z tym
Bonner sugeruje, ze rolg histonu w kompleksie RNA-nukleohiston jest
blokowanie odpowiedniego odcinka DNA, za$ RNA — funkcja operato-
ra—detektora sekwencji nukleotydow DNA. Za stusznos$cig tej sugestii
przemawia wspomniany juz fakt, ze RNA zwigzany z histonem jest wy-
soce niejednorodny. Proby jego hybrydyzacji z DNA catego genomu wy-
kazaly, iz w stanie wysycenia tym RNA zwigzaniu ulega okoto 5% cal-
kowitego DNA, podczas gdy tylko 0,3% tego samego DNA tworzy hy-
brydy z RNA rybosomdéw, a okoto 0,05% z RNA przenoszagcym z tych
samych komérek.

Z zagadnieniem udziatu biatek w procesie kontroli genetycznej wigze
sie Scisle problem zaburzenia tej kontroli w komoérkach nowotworowych.
Totez od wielu lat trwajg badania majace na celu wykrycie cech roznia-
cych biatka jadra komoérki prawidtowej i nowotworowej. Badania te jed-
nakze nie wniosty dotychczas nic prawdziwie istotnego. Sygnalizowany
z kilku pracowni fakt znalezienia jakiego$ specjalnego histonu wystepu-
jacego wytacznie w komodrkach nowotworowych (okre$lanego nazwa
RP-P-L) (14, 30, 56), nie zostal potwierdzony i wtasciwie jedyng bezspor-
ng roznicg pomiedzy biatkami komorki nowotworowej a prawidtowej
jest aktywno$¢ metaboliczna histonéw. Mianowicie w komdérkach nowo-
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tworowych zdolno$¢ whudowywania aminokwaséw do histondw jest wyz-
sza niz do biatek homogenatu z catej komdrki oraz do biatek frakcji cy-
toplazmatycznych, podczas gdy w komdrkach prawidtowych wbudowy-
wanie do histonow jest mniejsze niz do innych biatek komdrkowych (16,
18, 21, 78). Trzeba doda¢ jednak, ze nie jest to wytgcznie cecha komo-
rek nowotworowych, gdyz szybkos$¢ obrotu histonéw rosnie wraz ze
wzrostem szybkoS$ci podziatbw komorkowych tkanki (39, 52, 81). Wresz-
cie coraz wieksze zainteresowanie budzg stosunkowo dotychczas bardzo
mato zbadane dwa inne zjawiska, w ktorych zachodzi w warunkach fi-
zjologicznych aktywacja genomu pod wptywem bodzZca pochodzgcego
z zewnatrz komérki: transformacja komorek pod wplywem antygenu
oraz reakcja komdrki wrazliwej na stymulacje hormonalna. Istniejg nie-
liczne na razie doniesienia, ze zarobwno w komérkach stymulowanych
antygenem (9) jak i pod wptywem dziatania hormonéw (74, 75) zachodza
zmiany w histonach. Blizsze poznanie obu tych proces6w rzuci nie-
watpliwie dodatkowe Swiatto na dziatanie mechanizmdéw kontroli gene-
tycznej.
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LUDWIKA ZAGORSKA*

Informacja genetyczna w rozwoju zarodkowym

Expression of Gene Action during Embryogenesis

Synthesis of mMRNA and protein during embryogenesis is described. The mechanisms
of the control of embryonic development are discussed.

Informacje genetyczne dotyczace budowy i funkcji organizmoéw prze-
kazywane sg z pokolenia na pokolenie za posrednictwem kwasu dezo-
ksyrybonukleinowego (DNA). Informacje te zapisane sekwencjg zasad
DNA decydujg o swoistosci syntetyzowanych biatek. Odczytywanie in-
formacji zachodzi w dwoch etapach: w pierwszym (transkrypcja) —
tworzy sie mRNA o sekwencji zasad komplementarnej do matrycy DNA
i w tej formie zapis zostaje przeniesiony do rybosoméw — miejsca syn-
tezy biatka; w drugim etapie (translacja) na podstawie informacji za-
wartej w mRNA syntetyzuje sie biatko (23, 38, 41, 51). Zesp6t biatek
istniejagcy w komoérce decyduje o jej fenotypie.

Nie wszystkie jednak informacje zawarte w DNA zostajg wykorzy-
stane przez komdrke. Przyktadem mogg tu by¢é komdrki zré6znicowanych
tkanek. We wszystkich tych komdérkach wystepuje taki sam DNA (33),
jednakze w zaleznosci od rodzaju tkanki syntetyzujg one rozne biatka
i spetniajg rézne czynnosci.

Podobnie jest rowniez w czasie rozwoju embrionalnego. Jezeli przy-
ja¢, ze w wyniku podziatbw mitotycznych nastepuje zawsze wierna
replikacja DNA, kazda komodrka rozwijajagcego sie zarodka powinna za-
wiera¢c DNA bedace kopia DNA zaptodnionego jaja. W czasie rozwoju
powstajg jednak stopniowo z jednej komdrki, jakg jest zaptodnione jajo,
rézne typy komorek. Zachodzi wiec pewien wybdr informacji zawartych
w DNA — w zaleznosSci od etapu rozwoju i od umiejscowienia komarki,
tylko pewna cze$¢ tych wiadomosci zostaje wykorzystana.

Musi zatem istnie¢ precyzyjny mechanizm kontrolujgcy akcje gendw
podczas rozwoju embrionalnego. Zaktada sie, ze moze on dziata¢ za-
rébwno na poziomie transkrypcji jak i translacji. W pierwszym przypadku
odczytywane bytyby tylko pewne okreslone odcinki nici DNA, w zwigzku

* Mgr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
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z czym tworzagcy sie mRNA niostby tylko informacje zawartg w tych
fragmentach. W drugim przypadku, mRNA istniejacy w komorce za-
wieratby cato$¢ informacji zapisanej w DNA, ale w takiej formie, ze
tylko cze$é z nich bytaby dostepna dla aparatu syntezy biatka.

I. Uktad syntezy biatka w niezaptodnionym i zaptodnionym jaju

W niezaptodnionym jaju synteza biatka nie odbywa sie (26, 50).
Liczne prace wskazujg jednak, ze zawiera ono wszystkie elementy ukta-
du biosyntezy biatka. Z prac Maggio i Catalano oraz Sta-
vy’ego i Grossa (50) wynika, ze w niezaptodnionym jaju wyste-
puja wszystkie czynniki rozpuszczalne biorgce udziat w powstawaniu
biatka.

Wykazano takze, ze w niezaptodnionym jaju wystepuje mRNA.
Brown i Littna (4 po wstrzyknieciu 3P 043- Zabie Xenopus laevis
przed owulacjg wyizolowali z niezaptodnionych jaj heterogenny, wyso-
koczasteczkowy 3IP-RNA, ktéry zostat zsyntetyzowany w czasie ooge-
nezy. Jajo zawiera 1—6 mug tego typu RNA, co stanowi ilos¢ 100—600
razy wiekszg od iloSci DNA zawartego w jaju (6). Obecnos¢ wysokocza-
steczkowego nierybosomowego RNA stwierdzono réwniez w jaju jezowca
(17, 18, 54). Maggio i wsp. (26) wykazali, ze RNA z niezaptodnionych
jaj jezowca Paracentrotus stymuluje wigczenie aminokwaséw do biatek
w uktadzie bezkomoérkowym pochodzacym z watroby, zatem spetnia role
mRNA. Slater i Spiegelman (43) stwierdzili, ze RNA z nieza-
ptodnionego jaja jezowca Lytechinus pictus wykazuje w uktadzie bezko-
morkowym z E. coli tylko 4—5°0 aktywno$ci w poréwnaniu z oczysz-
czonym RNA faga MS-2, uwazanym za czysty mRNA. Zatem mRNA
stanowi w niezaptodnionym jaju jezowca 4—5°0 ogdlnej ilosci RNA.

Za istnieniem mRNA w niezaptodnionym jaju przemawiajg réwniez
pewne dane posrednie. Bezjagdrowe fragmenty jaja jezowca, pobudzone
partenogenetycznie do rozwoju, poczatkowo syntetyzujg biatko z takg
samg intensywnoscig co normalne zarodki (3, 13). Synteza biatka zachodzi
takze w zarodkach rozwijajgcych sie w obecnosci aktynomycyny D (15,
16, 19, 44) hamujacej synteze RNA zalezng od DNA. W obydwu tych
przypadkach synteza mRNA nie moze zachodzi¢, nalezy zatem przyjaé,
ze syntezg biatka w pierwszych etapach rozwoju zarodka kieruje mRNA,
ktory byt obecny w jaju przed zaptodnieniem.

Mozna wiec powiedzieé, ze niezaptodnione jajo posiada zmagazyno-
wany RNA; zawarta w nim informacja nie jest jednakze odczytywana
przed zaptodnieniem.

W niezaptodnionym jaju stwierdzono rowniez obecno$é rybosomow
(21, 26, 30, 50) w wiekszosci wystepujacych w postaci monosoméw (21,
50). Przypuszczano, ze aktywno$¢ ich jest uposledzona, poniewaz RNA
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z watroby szczura stabo stymulowat wigczenie aminokwaséw w obec-
nosci rybosoméw z niezaptodnionego jaja jezowca (26). Jednakze okazato
sie, ze te same rybosomy przeprowadzajg wigczanie fenyloalaniny do
biatek pod wptywem poli U, matrycy o wiekszym powinowactwie do
rybosoméw niz obcy gatunkowo RNA z watroby (34, 35, 36). Nie wydaje
sie zatem aby struktura rybosomow z niezaptodnionego jaja byta zmie-
niona w sposdb naruszajacy ich aktywnos$é. Koncepcje te potwierdzaja
badania Slatera i Spiegelmana (42), ktorzy stwierdzili, ze
sktad zasad i wiasnoSci chemiczne rybosomowego RNA z jaj jezowca
przed zaptodnieniem sg takie same jak u wczesnych zarodkéw, posiada-
jacych aktywnie dziatajace rybosomy.

Brak syntezy biatka w niezaptodnionym jaju mozna wyjasni¢ przyj-
mujac, ze pomiedzy mRNA i rybosomami nie zachodzi interakcja i tym
samym informacja niesiona przez mRNA nie moze zostaé odczytana. Nie-
taczenie sie mRNA z rybosomami mogtoby by¢ spowodowane zabloko-
waniem miejsc przyczepu na rybosomie lub tez zablokowaniem mRNA.
Wedlug Monroy’a i wsp. (34) w niezaptodnionym jaju istniejg biat-
kowe inhibitory, ktére uniemozliwiajg synteze biatka. Zdolno$¢ do tej
syntezy zostaje przywrocona po usunieciu inhibitorow, prawdopodobnie
w wyniku dziatania specyficznych proteaz, ktérych aktywnos$¢ w jaju
po zaptodnieniu wyraznie wzrasta (24).

Sg dane (30) wskazujace, ze mMRNA w niezaptodnionym jaju zawarty
jest w czastkach ciezszych od rybosoméw. Mano i Nagano (30)
poréwnali stymulacje witaczenia aminokwasdéw do biatek przez RNA
wyizolowany z réznych frakcji komoérkowych z niezaptodnionego i za-
ptodnionego jaja (tablica 1). Okazato sie, ze RNA wykazujgcy aktywnos$é
MRNA zwigzany jest przed zaptodnieniem z frakcjg osiadajagca podczas
wirowania przy 12 000 g, natomiast po zaptodnieniu przemieszcza sie on

Tablica 1
Wplyw mRNA izolowanego z réznych frakcji subkomoérkowych jaja na wigczanie
aminokwaséw do biatek * (wg 30)

] Z dcdstkiem mRNA
Frakcje Bez dodatku

- du . . supernatan-
otrzymane z ja h | osa mikrosomow

y Ja mMRNA omogenalu 12 000<7 tu 105 000 g
Przed zaptodnie-
niem 38 256 334 80 158
Po zaptodnieniu 202 307 93 328 252
Przed zaptodnie-
niem po dziataniu
trypsyny 73 321 I'-6 317 218

* uktad wtaczajacy pochodzi z jaja niezaptodnionego. Wyniki podano w imp/min/mg
biatka
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do frakcji mikrosomowej i supernatantu 105 000 g. Czastki przechowujace
mRNA, ktéry nie bierze udzialu aktualnie w syntezie biatka zostaty
przez Spirina (46) nazwane informosomami; zawarty w nich mRNA
chroniony jest przed degradacja.

Jak wida¢ z tablicy 1 przemieszczenia aktywnosci mRNA analo-
giczne do tych, ktére zachodzg po zaptodnieniu, wystepujg réwniez pod
wptywem dziatania trypsyny na niezaptodnione jajo (30). Trypsyna uwal-
nia zapewne mRNA zwigzany we frakcji ciezszej od rybosomow.

Mano (29) wykazat, ze w wyniku zaptodnienia jaja z informosomow
uwalnia sie mRNA, a proces ten zwigzany jest z aktywacjg specyficznych
proteaz. Stwierdzit on (rysunek 1), ze we frakcji subkomérkowej nieza-
ptodnionego jaja zawierajacej mRNA nie wykrywa sie aktywnos$ci pro-
teaz. Po zaptodnieniu z frakcji tej znika RNA, a jednoczes$nie pojawia
sie aktywnos$é proteolityczna co sugeruje, ze z tymi samymi czastkami,
ktére przechowuja mRNA, zwigzane s specyficzne proteazy. Uwolniony
w wyniku zaptodnienia mRNA taczy sie z rybosomami z wytworzeniem
polisomdw. Obecnos¢ polisoméw w zaptodnionym jaju, w przeciwienstwie
do jaja niezaptodnionego potwierdzajg rowniez inni autorzy (21, 49).

Rys. 1. Lokalizacja aktywnosci proteolitycznej i mRNA w subfrakcjach komorki
jajowej: A) przed zaptodnieniem, B) 10 minut po zaptodnieniu
Frakcje ,informosomoéw” to jest osady otrzymane podczas wirowania przy 8000 g przez
10 min. poddano wirowaniu (130580 g, 150 min.) w gradiencie sacharozy (wg 29).
----- RNA
O — 0O — O aktywnos$¢ proteaz

Mozna zatem przyjac¢, ze niezaptodnione jajo zawiera zmagazynowa-
ny mRNA, niezdolny do translacji i zwigzany z frakcja komdrkowa rézna
od rybosoméw.

Po zaptodnieniu mRNA uwolniony najprawdopodobniej na drodze
proteolizy stuzy w pierwszych stadiach rozwojowych jako matryca w ak-
tywnie przebiegajagcej w tym okresie syntezie biatka.
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Il. RNA i synteza biatka w trakcie embriogenezy

Jak wykazatly ostatnie badania (1, 4, 5, 17, 19, 36, 47, 55) wkrotce po
zaptodnieniu w zarodkach rozpoczyna sie synteza RNA — gtéwnie mRNA.
Poczatkowo niewielki poziom tej syntezy wzrasta wyraznie w stadium
pdznej blastuli. We wczesnych stadiach rozwojowych tworzy sie réwniez
tRNA (1,7). Rybosomowy RNA wystepujacy we wczesnych zarodkach
pochodzi z komarki jajowej (10), a synteza nowych jego porcji rozpoczy-
na sie dopiero od momentu gastrulacji (4, 9,19).

Nowopowstaty po zaptodnieniu mRNA nie bierze udziatlu w syntezie
biatka zachodzacej we wczesnych stadiach embriogenezy (okresy bruzd-
kowania i wczesnej blastuli). W zarodkach jezowca rozwijajgcych sie
w obecnos$ci aktynomycyny D, a wiec w warunkach uniemozliwiajgcych
powstawanie mRNA zachodzi synteza biatka, rozw6j przebiega normalnie
do stadium gastruli, potem jednak zarodki ging (19). Réwniez u ostonie
.aktynomycyna D nie wplywa na synteze biatka zachodzacg zaraz po
zaptodnieniu (44). Mozna wiec wnioskowaé, ze matryca dla biatek synte-
tyzowanych w stadiach bruzdkowania i wczesnej blastuli istnieje juz
wczesniej w niezaptodnionym jaju. Do chwili gastrulacji zatem rozwdj
przebiega pod kontrolg aparatu genetycznego macierzystej komorki.
W przypadku merogonii (rozwdj bezjadrowego fragmentu jaja zaptodnio-
nego normalnym plemnikiem) wplyw ojcowskiego genomu zaczyna wy-
raza¢ sie dopiero w czasie gastrulacji (1). Chociaz wiec w stadiach bruzd-
kowania i blastuli genom zygoty przejawia pewng aktywno$¢, wyraza-
jacg sie syntezg mRNA, to zapewne nie wptywa to na rodzaj syntetyzo-
wanych woweczas biatek.

Sugestie, ze synteza biatek we wczesnych etapach rozwojowych za-
chodzi niezaleznie od syntezy mRNA zostaly potwierdzone przez analize
biatek tworzgcych sie w tym okresie. Spiegel i wsp. (45 podajac
14C-waline i identyfikujgc biatka za pomocg elektroforezy na zelu polia-
krylamidowym stwierdzili, ze zarodki jezowca rosnace w obecnosci akty-
nomycyny D produkowaty w ciggu 3—4 godz. po zaptodnieniu takie same
biatka co zarodki kontrolne. Podobne wyniki otrzymali Terman
i Gross (52), stosujac jednak do wykrywania radioaktywnych frakcji
biatkowych czulsza metode — autoradiografie. Typy biatek tworzacych
sig w stadium zygoty i stadium blastuli sg podobne (52). A wiec biatka
syntetyzowane w tych stadiach nie sg jeszcze charakterystycznymi biat-
kami zarodka. Ich rodzaj nie zmienia sie wraz z jego rozwojem—tym
samym nie moga byé one zwigzane z r6znicowaniem sie zarodka.

Poniewaz synteza biatka konieczna jest do przebiegu podziatéw ko-
morkowych, sugerowano, ze syntetyzowane po zaptodnieniu biatka zwig-
zane sg z aparatem mitotycznym (19, 28, 48). Jednakze W il t i wsp. (57)
wykazali, ze dodatek puromycyny do zarodkéw jezowca w 30 minut po
zaptodnieniu nie hamowal mitoz az do 100 minut po zaptodnieniu. W za-
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rodku musi zatem istnie¢ pewien zapas biatek aparatu mitotycznego, naj-
prawdopodobniej pochodzacy z komérki jajowej, a nowosyntetyzowane
we wczesnych stadiach embriogenezy biatka, zdaniem autoréw, nie sg
zwigzane z aparatem mitotycznym.

Silver i Comb (40) przeprowadzajgc analize biatek syntetyzo-
wanych u jezowca w czasie pierwszych stadiow rozwojowych stwierdzili,
ze przynajmniej jedna z grup biatek rozpuszczalnych w kwasie octowym
zwigzana jest z frakcjg jadrowg. Sg one selektywnie syntetyzowane we
weczesnej blastuli. Autorzy sugeruja, ze biatka te, chociaz ich sktad ami-
nokwasowy rozni sie¢ od sktadu aminokwasowego zasadowych biatek
z jader ssakéw, moga spetniaé podobng regulacyjng role co histony;
tym bardziej, ze ich synteza poprzedza bezposrednio moment wzmozonej
syntezy mRNA. Nie wykazano jednak, ze biatka te in vivo potgczone sg
z DNA, trudno wiec jeszcze wycigga¢ ostateczne wnioski co do ich
znaczenia.

Rys. 2. Zawarto$¢ poszczeg6lnych klas polisoméw w rosngcych zarodkach jezowca
(wg 22)

--------------------------- r-polisomy

—————— O -0 -------—--s-polisomy

Powstajagcy w pierwszym okresie po zaptodnieniu mRNA nie bierze
udziatlu w zachodzacej podowczas syntezie biatka, jest wiec prawdopo-
dobnie w jaki$§ spos6b magazynowany w zarodku. Stavy i Gross
(50) stwierdzili, z2 mMRNA w zarodkach zmagazynowany jest, podobnie
jak w jaju, we frakcji ciezkich czastek, a wiec w pewnej klasie poliso-
méw. W cytoplazmie zarodkéw jezowca obecne sg dwie grupy polisomow:
szybko sedymentujgce o statej sedymentacji 300S1 oznaczane jako r-poli-
somy (ang. rapid polysomes) i sedymentujagce wolniej s-polisomy (ang.
slow polysomes) o statej sedymentacji 200S, przy czym r-polisomy s3g
aktywne w syntezie biatka, podczas gdy s-polisomy wykazujg tylko nie-
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wielkg aktywno$¢ (47). Infante i Nemer (22) zbadali tworzenie
sie obu klas polisoméw w rosnacych zarodkach jezowca, a takze wplyw
aktynomycyny D na ten proces oraz na synteze biatka w zarodku.

Rys. 3. Zawarto$¢ r-polisoméw i szybko$¢ syntezy biatka w zarodkach jezowca
(wg 22)
______ ® ------© -----—-— r-polisomy
..... O -0 -————-r-polisomy w obecnosci aktynomycyny D
——-——-—-wtgczanie waliny
_____________________ wiaczanie waliny w obecnosci aktynomycyny D

Stwierdzili oni (rysunek 2), ze ilos¢ s-polisoméw w zarodkach w pierw-
szych etapach po zaptodnieniu gwattownie wzrasta, osigga maksimum
w stadium blastuli i od tego momentu zaczyna male¢. 1l0$¢ r-polisomow
rowniez gwattownie wzrasta, po czym utrzymuje sie na statym poziomie
podczas bruzdkowania i blastulacji, aby ponownie wzrosng¢ przed okre-
sem gastrulacji. Poniewaz odbywa sie to jednocze$nie ze spadkiem za-
wartosci s-polisomow, autorzy uwazaja, ze r-polisomy tworzg sie w za-
rodku kosztem s-polisoméw. Aktynomycyna D hamuje powstawanie
s-polisoméw. W zwigzku z tym autorzy przyjmujg, ze nowosyntetyzo-
wany mRNA gromadzi sie wtasnie w s-polisomach. Hamujac powstawanie
s-polisoméw aktynomycyna D powoduje tym samym spadek iloSci r-poli-
somoéw w zarodku (rysunek 3). Zmianom zawartos$ci r-polisomow zaréwno
w zarodkach kontrolnych jak i rosngcych w obecnosci aktynomycyny D,
odpowiadajg zmiany w szybkosci syntezy biatka. Wydaje sie zatem, ze
syntetyzowany bezposrednio po zaptodnieniu mRNA istotnie jest gro-
madzony w nieaktywnych polisomach o statej sedymentacji 200S, a przed
gastrulacjg polisomy te sg zastepowane przez aktywne w syntezie biatka
ciezkie polisomy o statej sedymentacji 300S1 Trzeba podkresli¢, ze ilos¢
s-polisomow zmniejsza sie po blastulacji, wiadomo zas, ze mRNA two-
rzacy sie bezposrednio po zaptodnieniu konieczny jest do przebiegu ga-
strulacji (44), oba zjawiska sg wiec zbiezne w czasie.
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Jak juz wspomniano, poziom syntezy mRNA w stadiach bruzdkowa-
nia i blastuli jest nieznaczny, wzrasta jednak wyraznie w okresie poprze-
dzajacym bezposrednio gastrulacje. W zarodkach zaby Xenopus laevis
na przyktad zachodzi w tym okresie stokrotny wzrost syntezy RNA (12).
Bachvarova i wsp. (1) podawali przez 1 godzing 3H-urydyne zarod-
kom Xenopus laevis w stadium 7* (blastula), 9 (pdzna blastula) i 10
(wczesna gastrula), po czym wydzielony z nich RNA rozdzielali na zelu
Seplnadex G-100. Stwierdzili oni, ze najwiekszy przyrost ilosci nowo-
syntetyzowanego wysokoczgsteczkowego RNA zachodzi pomiedzy stadia-
mi 719, przy czym RNA ten ma sklad zasad podobny do DNA. Mozna
wiec przypuszczaé, ze w zarodku po osiggnieciu stadium 8 nastepuje
wyrazny skok w syntezie mRNA. Co wiecej, rozne czesci zarodka synte-
tyzujg rozne ilosci nowego mRNA. RNA ten zostaje bezposrednio zuzyty
jako matryca do syntezy specyficznych biatek gastruli (44). Biatka syn-
tetyzowane w tym okresie sg rézne od biatek wytwarzanych w czasie
bruzdkowania i blastulacji (52) i zawierajg po raz pierwszy typy biatek
dorostego organizmu (39). Gastrulacja jest wiec przetomowym okresem
w rozwoju zarodka: do tego momentu rozw0j przebiegat zgodnie z matryca
wytworzong jeszcze przed zaptodnieniem — teraz po raz pierwszy kon-
trole nad rozwojem przejmuje genom zarodka i dochodzi do aktywacji
pewnych gendw, zwigzanej zapewne z zaczynajacym sie réznicowaniem
zarodka.

Przytoczone badania nad syntezg mRNA nie mowig nic czy produko-
wany w kolejnych stadiach rozwojowych mRNA jest taki sam czy rézny
ani czy poszczeg6lne regiony zarodka wytwarzajg rézne rodzaje RNA.
Odpowiedzi na te pytania prébowano uzyska¢ poréwnujac rézne prepa-
raty zarodkowego mRNA metodg hybrydyzacji (11, 12, 14, 15). Metoda
ta, oparta na zdolnoSci do tworzenia hybrydéw przez komplementarne
odcinki kwasow nukleinowych pozwala stwierdzi¢, czy dane preparaty
RNA posiadajg jakie$ wspolne sekwencje. Denis (11, 12), badat me-
todg hybrydyzacji mRNA syntetyzowane w poszczegdlnych stadiach
rozwojowych Xenopus laevis (rysunek 4). Stosowat on dwa typy dos-
wiadczen: 1) badanie kompetycji pomiedzy znakowanym RNA z zarodka
w okre$lonym stadium i nieznakowanym RNA z tego samego lub innego
stadium rozwojowego i 2) mierzenie nasycenia DNA przez radioaktywne
RNA z poszczeg6lnych okreséw rozwojowych.

Rysunek 4A przedstawia kompetycje pomiedzy pulsowo znakowa-
nym RNA ze stadium 42 i nieznakowanymi RNA ze stadiow wczes$niej-
szych. Wskazuje on, ze sekwencja nukleotydowa RNA z bruzdkujgcego
jaja jest catkowicie rézna od sekwencji RNA z kijanki, a wraz z rozwo-

* Rozw6j embrionalny Xenopus laevis zostat usystematyzowany i podzielony
na poszczeg6lne etapy opatrzone kolejnymi numerami (37). Systematyka ta jest
golnie przyjetg w literaturze przedmiotu i dlatego stosowana jest w tym arty-
kule.
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jem zarodka powstajacy RNA staje sie stopniowo coraz bardziej podobny
do RNA ze stadium kijanki. Z rysunku 4B widaé, ze im zarodki sg star-
sze tym wieksze jest podobieAstwo pomiedzy ich RNA a RNA ze stadium
paczka ogonowego. RNA ze stadium kijanki wykazuje nawet wigkszy
stopien kompetycji niz sam ze sobg RNA ze stadium pgczka ogonowego,
poniewaz prawdopodobnie wszystkie typy RNA, ktdre wystepujg w sta-
dium paczka ogonowego obecne sg réwniez w starszych zarodkach, ale
w wiekszej ilosci kopii. Rysunek 4C wskazuje, ze preparaty RNA z neu-
ruli i pozniejszych stadidw wykazujg mniejszy stopien kompetycji niz
sam ze sobg RNA z gastruli. Swiadczy to, ze RNA z gastruli zawiera
pewne sekwencje nukleotydowe, ktére pdzniej, w starszych, zrdznico-
wanych zarodkach juz nie wystepuja. Na podstawie tych doswiadczen
obliczono ze RNA z gastruli zawiera 18%, a RNA ze stadium paczka
ogonowego 66% sekwencji nukleotydowych obecnych w RNA ze stadium
kijanki.

Rys. 4. Wspo6tzawodnictwo o miejsce na DNA miedzy réznymi preparatami RNA
z zarodkow X. laevis (wg 12)
A) pomiedzy RNA ze stadium kijanki i RNA ze stadjéow wcze$niejszych,
B) pomiedzy RNA ze stadium paczka ogonowego i RNA ze innych stadiéw,
C) pomiedzy RNA ze stadium gastruli i RNA z innych stadiow.
Cyfry przy krzywych oznaczajg stadia rozwojowe odpowiadajgce nastgpujacym etapom

embriogenezy (wedtug Nieuwkoopa i Fabera (37)):
6—9 bruzdkowanie 26—30 stadium paczka ogonowego
11—13 gastrula 35—42 stadium kijanki

15—25 neurula

Z pracy Denisa wynikajg nastepujace wnioski: a) w stadium gastruli
syntetyzowany jest pewien typ mRNA, ktdérego starsze zarodki juz nie
syntetyzujg, b) wraz z rozwojem wzrasta podobienstwo miedzy mRNA
zarodka a mRNA organizmu dorostego, c) wszystkie fragmenty DNA
aktywne w syntezie RNA w stadium paczka ogonowego s3g réwniez
aktywne w syntezie mRNA pézniejszych stadiéw rozwojowych. Zatem,
zdaniem autora, w czasie rozwoju ujawniajg sie kolejno nowe obszary
genomu.

Denis okres$lit rdwniez stopied homologii pomiedzy preparatem RNA
z réznych stadiow rozwojowych X.laevis i DNA tej zaby (tablica 2).
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Zastosowat niezaleznie dwa typy znakowania RNA: a) cigglty — przez po-
danie 3P-ortofosforanu samicom przed owulacjg, co zapewnia radioak-
tywno$¢ puli nukleotydowej przez caly okres rozwoju, b) pulsowy —
podajac w okre$lonych momentach rozwoju przez 1 godzing HCO2i izo-
lujac RNA z zarodkéw po 11 godzinach od podania izotopu.
Tablica 2
1lo$¢ hybrydyzujacego RNA w zarodkach X. laevis w ro6znych stadiach

rozwojowych (wg 12)

1lo$¢ hybrydyzu- °/o nasycenia

Etap rozwoju zarodka T znakowania .
P ) P jacego RNA (mfjig) DNA

Gastrula P — ciagte 12 2,4
14C 02— 11 godz. 13 2,4

Strdium paczka P — ciagte 34 5,0
ogonowego 14C 02— 11 godz. 24 3,0
Ptywajaca kijanka P — ciagte 78 8,5
14C 02— 11 godz. 42 1,8

RNA izolowany z gastruli zarébwno po znakowaniu ciggtym jak i pul-
sowym wykazuje ten sam stopien komplementarno$ci w stosunku do
DNA, a zatem czas trwania mRNA gastruli musi by¢ krdtszy niz 11 go-
dzin. Z kolei RNA izolowany ze stadiow p6zniejszych, znakowany w spo-
s6b ciagty, wykazuje wiekszy stopien komplementarnosci niz RNA z tych
stadiow znakowany pulsowo. W starszym zarodku od stadium gastruli,
obok frakcji znakujgcej sie szybko, pojawia sie zatem pewna frakcja
MmRNA stabilna, o dtugim okresie poétrwania. Izotop podany po gastru-
lacji nie znakuje jej, co wskazuje na to, ze zostata ona wytworzona we
wczesniejszych stadiach rozwojowych i fragmenty DNA, ktore byty
aktywne w jej syntezie przestaty juz dziataé. Jednak produkty tych
czeSci genomu czynne sg nadal w formie stabilnego mRNA. Doswiadcze-
nia Flickingera i wsp. (14), oparte rowniez na hybrydyzacji, wska-
zujg ponadto, ze w stadium pagczka ogonowego RNA z czeSci grzbietowej
jest rozny od RNA z czeSci brzusznej.

Réwniez badania nad rodzajami mRNA u jezowca potwierdzity po-
glad, ze w stadium gastrulacji nastepuje nie tylko ilosciowy skok w pro-
dukcji mRNA, ale takze powstaja pewne odmiany specyficzne tylko dla
tego stadium (54).

I11. Uwagi koncowe

Przedstawione w poprzednich rozdziatach fakty wskazujg, ze regu-
lacja rozwoju zarodkowego zwierzat dotyczy zar6wno procesu trans-
krypcji jak i translacji.
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Zaraz po zaptodnieniu w jaju rozpoczyna sie synteza mRNA, a jej
intensywno$¢ wzrasta bardzo wydatnie w okresie gastrulacji (1). Synte-
tyzowany w tym stadium mRNA, r6zny od RNA ze stadiow wczesniej-
szych, staje sie coraz bardziej podobny do mRNA dorostego organizmu.
Odczytywanie genomu jest wiec stopniowe: poczatkowo jest on prawie
w catosci zablokowany, potem za$ uaktywnia sie coraz wiecej jego frag-
mentow. Mamy tu tez do czynienia z inhibicjg transkrypcji, pewne ro-
dzaje mRNA bowiem, ktére na krotko pojawiajg sie w gastruli, w na-
stepnych stadiach rozwojowych juz nie wystepuja (12).

Coraz szerzej przyjmowany jest poglad, ze w organizmach wyzszych
transkrypcja kontrolowana jest przez zasadowe biatka jadra komorko-
wego (8). llos¢ histondw w jadrach roznych tkanek jest prawdopodobnie
rézna (8), podczas gdy ilos¢ DNA w jadrach komorek z réznych tkanek
jest taka sama (33). Zawarto$¢ histondw moze sie zmienia¢ w zaleznosci
od stadium rozwoju zarodka (2). W rozwijajgcych sie zarodkach jezowca
tworzy sie pewna frakcja biatek jadrowych, zblizona do histonow, ktdrej
mozna przypisywac¢ role regulatora syntezy mRNA w embriogenezie.
Histony hamujg in vitro biosynteze mRNA w uktadzie zawierajagcym po-
limeraze RNA, tréjnukleotydy i primer DNA, przy czym catkowite za-
hamowanie osigga sie przy stosunku wagowym histonéw do DNA réw-
nym 1:1 (20). Histony prawdopodobnie iloSciowo wigzg DNA nie dopusz-
czajgc do tworzenia sie na nim matrycy RNA. Wstrzyknigete do jader
jaj zaby histony hamuja rozw06j zarodka w stadium pd6znej blastuli
(31, 53).

Mozna wiec przypuszczaé, ze transkrypcja w procesie rozwoju zarod-
kowego regulowana jest zgodnie ze schematem dziatalnosci genu propo-
nowanym przez Mirsk y’ego (32), zaktadajagcym regulacje syntezy
MRNA przez stopniowe odtgczanie sie histonu od nici DNA, co umozliwia
odczytanie informacji genetycznej.

Liczne fakty doswiadczalne wskazujg jednak, ze w czasie pierwszych
stadiow rozwojowych biosynteza biatka kontrolowana jest takze na po-
ziomie translacji. Obecny w jaju nieaktywny w biosyntezie biatka mRNA
wystepujacy w formie tak zwanego zamaskowanego mRNA (46) zaczyna
spetniaé role matrycy dopiero po zaptodnieniu. Odmaskowanie w mo-
mencie zaptodnienia odbywa sie prawdopodobnie przez proteolityczne
uwolnienie mRNA ze struktur rybonukleoproteidowych (informosomoéw)
(30, 46).

Réwniez mRNA tworzacy sie w pierwszych stadiach po zaptodnieniu
znajduje sie w postaci zamaskowanej (22). Wskutek zablokowania w nie-
aktywnych polisomach 2005 mRNA z wczesnych stadiéw rozwojowych
zostaje odblokowany dopiero przed gastrulacjg pod wptywem dziatania
trypsyno-podobnych proteaz (27) i staje sie matrycg do syntezy biatek
specyficznych dla tego stadium.

5 Postepy Biochemii
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Przemiany kwasow nukleinowych w komdrce i organellach
u glonu Acetabularia sp.

Metabolism of Nucleic Acids in the Cell and Organellae of Alga
Acetabularia sp.

The literature data concerning the nucleic acid metabolism in Acetabularia are
discussed under the aspects of functional and constitutional peculiarities of this
alga.

Glon acetabularia jest cennym obiektem dla badan biochemicznych
w dziedzinie stosunkéw i zwigzk6éw metabolicznych miedzy poszczegd6l-
nymi organellami komérkowymi. Wyptywa to przede wszystkim z faktu,
ze jako jedyny sposrod organizmow wyzszych jest on zdolny do zycia
przez dtuzszy okres czasu po usunieciu jagdra komorkowego. W pozba-
wionych jadra komérkach lub nawet we fragmentach komérkowych
przebiega nadal fotosynteza (28, 65, 66) i synteza biatek (1, 16, 17, 67);
fragmenty te zdolne sg rdwniez do morfogenezy (37, 41). Dojrzaty glon
jest zréznicowany na trzy podstawowe elementy — chwytniki, trzonek
plechy i kapelusz, petnigcy role organu generatywnego. Jadro komor-
kowe glonu — osiggajace niespotykane u innych organizméw rozmiary
(do 80J.i Srednicy)— umieszczone jest w chwytniku, ktory mozna w sto-
sunkowo tatwy sposéb odcigé od plechy. Dzieki temu acetabularia jest
doskonatym obiektem badan nad metabolicznymi zaleznosciami miedzy
organellami i nad autonomiag metaboliczng chloroplastéow.

Doktadniejsze opisy dotyczgce stanowiska systematycznego aceta-
bularii, morfologii i anatomii jej komérki oraz rozwoju osobniczego orga-
nizmu podaliSmy w oddzielnej publikacji (37). Tam tez odsytamy czytel-
nika zainteresowanego badaniami nad metabolizmem innych niz kwasy
nukleinowe zwigzkow.

W 1934 roku Hammerling (41) badajac glon z rodzaju aceta-
bularia stwierdzit, ze po usunieciu chwytnika wraz z jadrem, trzonek
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plechy jest zdolny do wytworzenia ,,organoidu” generatywnego — kape-
lusza i niekiedy — do regeneracji chwytnikow. Hammerling wysunat hi-
poteze o istnieniu niezdefiniowanych ,substancji ksztattotwdrczych”
(morfogenetycznych) nagromadzajacych sie w cytoplazmie i warunku-
jacych wiasciwe réznicowanie komorek. Poniewaz zdolno$¢ do zycia
i morfogenezy komorek pozbawionych jadra jest ograniczona w czasie —
w przeciwienstwie do ditugowiecznosci catych komorek — Hammerling
przypuszczat, iz ,,substancje ksztattotwoércze” syntetyzowane sg w jadrze
komérkowym, a stamtad dyfundujg do cytoplazmy; bytyby to zatem —
uzywajac dzisiejszej terminologii — przenosniki informacji z jadra do
reszty komérki. Chociaz zgodnie z danymi wspétczesnej biochemii ,sub-
stancje ksztattotworcze” najbardziej odpowiadajg informacyjnemu RNA
(18, 33, 54, 74, 77), to jednak sa rOwniez sugestie, ze mogg to by¢ pewne
klasy biatek, syntetyzowanych pod kontrolg odpowiednich mRNA. Tym
samym kwas rybonukleinowy bytby jednym z ogniw w tym procesie
(15, 25, 29, 50). Przypuszczano tez, ze substancjami morfogenetycznymi
moga by¢ nukleoproteidy (74). O zawitosci problemu $wiadczg wyniki
badan Zetsche’go (78, 79), ktére doprowadzity go do wniosku, ze ist-
niejag dwie odmienne pule przenosnikéw informacji koniecznych do roz-
woju trzonka plechy i kapelusza.

Badania nad metabolizmem RNA u acetabularii rozpoczely sie sto-
sunkowo niedawno. Najwieksze zainteresowanie budzita mozliwos¢ syn-
tezy RNA w bezjagdrowych fragmentach komérek glonu. Brachet
i Szafarz (22) badajgc fragmenty komdrek Acetabularia mediterranea
stwierdzili, ze wbudowywanie znakowanego kwasu orotowego do RNA
fragmentow z jadrem byto jedynie nieznacznie wyzsze niz do RNA frag-
mentow bezjagdrowych. Co wiecej, stosunek aktywnosci wiasciwych pietna
wbudowanego do fragmentéw jadrzastych i bezjagdrowych prawie nie
zmieniat sie przez okoto trzy miesigce po usunieciu jgdra, wahajac sie
w granicach 1,2—15. Natezenie metabolizmu RNA po usunieciu jadra
z komarki nie ulegato zatem powazniejszym zmianom przez diuzszy czas.
Synteze RNA w bezjadrowych fragmentach komérek glonu potwierdzili
Vanderhaeghe i Szafarz (68),a Baltus i Six (4) ustalili,
ze ilos¢ RNA w takich fragmentach podwaja sie w ciggu pieciu dni po
denukleacji. De Vitry (31) wykazala, ze znakowana trytem metylo-
cytozyna wigcza sie do RNA cytoplazmy — zdaniem autorki do RNA
przenoszacego aminokwasy — zar6wno we fragmentach jadrzastych jak
i bezjadrowych komédrek glonu. Wedtug Naora’y i wsp. (48), bezpo-
Srednio po usunieciu jadra ilos¢ RNA obniza sie, co jest wyrazem ,,szoku
chirurgicznego”, p6zniej jednak powoli narasta i po trzech tygodniach
od operacji fragmenty bezjadrowe osiggaja 80% ilosci RNA obecnej
w cytoplazmie nienaruszonej komdrki. Z wykreséw Richtera (52, 53)
wynika, ze po usunieciu jagdra z komdrki, u Acetabularia mediterranea
nie ma zadnego przyrostu RNA, choC przez 28 dni widoczny jest wyraz-



Fot. 1. Widok ogo6lny kolonii glonu Acetabularia mediterranea (7)
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ny przyrost iloSci biatka. Zdaniem tego autora, niezmiennos¢ ilosci RNA
moze jednak wskazywaé na pewng synteze tego zwigzku w cytoplazmie,
poniewaz w tym samym czasie musi zachodzi¢ proces jego odnawiania.
Schweiger i Bremer (57, 58) stwierdzili, iz w normalnych wa-
runkach oswietlenia fragmenty bezjgdrowe glonu nie zwiekszajg ilosci
RNA, natomiast fragmenty bezjagdrowe komoérek etiolowanych przez
10 dni przed usunieciem jadra wykazujg przyrost netto RNA. Zdaniem
autorow, z jadra przenikaja do cytoplazmy jakie$ substancje niezbedne
do syntezy RNA poza jadrem. Transport tych substancji zachodzi inten-
sywnie w ciemnosci, lecz ich ,uaktywnianie” w cytoplazmie nastepuje
dopiero na $wietle. Tak wiec jadro bytoby nieodzowne dla prawidtowej
syntezy RNA, dostarczajgc metabolitow kierujgcych poza jego obrebem
tym procesem. Metabolitami tymi mogtyby by¢ ,substancje morfogene-
tyczne” Hammerling a. Zdaniem Werza (72), nie jest wyklu-
czone, ze ,substancje morfogenetyczne” wytwarzane sg w cytoplazmie
pod kontrolg pewnej puli ,pierwotnego” RNA pochodzacego z jadra.
RNA ten mdgtby byé wytwarzany i transportowany nawet w ciemnosci,
lecz dopiero na $wietle uczynniatby nieaktywne ,substancje morfogene-
tyczne” lub sam by sie w nie przeksztatcat. Jadro u acetabularii, po-
dobnie jak u innych organizméw, jest miejscem najaktywniejszego me-
tabolizmu kwaséw nukleinowych i biatek w komorce. Istnieje wiele da-
nych swiadczacych o bardzo aktywnym wbudowywaniu znakowanego
fosforanu do RNA jadrowego (42, 62) oraz o wigczaniu do jadra prekur-
sorow RNA i DNA (50, 51) a takze znakowanych aminokwaséw (50).
Szczeglblnie aktywnym metabolizmem tych zwiazkéw odznacza si¢ jader-
ko acetabularii (25, 62, 69), ktore — jak sie dzisiaj sadzi — petni wazng
role w gospodarce RNA komérki. Jak doniost niedawno Brachet (10,
32a), jaderkowy RNA u acetabularii rézni sie od RNA wystepujacego
w jaderku innych organizmow. Jego sktad nie przypomina RNA ryboso-
méw (z charakterystyczng przewagg guaniny nad innymi zasadami), na-
tomiast jest zblizony raczej do skitadu nukleotydowego DNA jadrowe-
go— ilos¢ guaniny odpowiada ilosci cytydyny a ilos¢ adeniny — ilosci
uracylu. Moze to Swiadczy¢, iz jaderko acetabularii jest miejscem synte-
zy przede wszystkim RNA podobnego do DNA. Niemniej jednak jadro
nie jest jedynym miejscem w komorce acetabularii, gdzie mozna obser-
wowac intensywny metabolizm RNA.

Olszewska i Brachet (49, 50), Sledzac autoradiograficznie
rozmieszczenie znakowanej adeniny i guaniny wbudowanych do komo-
rek glonu, zaobserwowali wystepowanie swoistego gradientu. Po kilku-
nastu godzinach wiaczania pietna, najsilniejszg promieniotworczo$¢ wy-
krywali oni w czesci apikalnej (wierzchotkowej) trzonka plechy. Rejon
szczytowy trzonka, a wiec strefa jego wzrostu (3 mm od szczytu), odzna-
czat sie po 24 godzinach wiaczania prekursorow RNA trzy razy wiekszg
aktywnoscig niz rejon podstawy trzonka, przylegajacy do chwytnikéw.
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Trzonek wykazywat wiec apikalno-bazalny gradient aktywno$ci meta-
bolicznej RNA, odpowiadajgcy nierdwnomiernemu stezeniu RNA w trzon-
ku. Z badan szkoty Hammerlinga (40, 71, 73, 75) wiadomo, ze
w normalnych warunkach oswietlenia cze$¢ wierzchotkowa trzonka jest
znacznie bogatsza w RNA i biatko niz rejon podstawkowy. Ten ostatni
odcinek wzbogaca sie w RNA w czasie etiolowania nienaruszonych ko-
maérek acetabularii (40, 42). Czes¢ wierzchotkowa— rejon wzrostowy
trzonka plechy — wykazuje tez szczegblne nagromadzenie bialek;
w zwigzku z tym warto wspomnie¢, iz omawiany glon byt jednym
z obiektow stuzgcych do udowodnienia tezy Bracheta i Cassper-
sona o0 udziale kwaséw nukleinowych w biosyntezie biatek. Rejony
wierzchotkowe trzonka wykazujg najwiekszg zdolnos$¢ przezywania w nie-
obecnosci jadra w komdrce (40, 42); jednocze$nie przede wszystkim one
zdolne sg do morfogenezy — tam wtasnie gromadzg sie ,,substancje mor-
fogenetyczne” (42, 77). Fakty te sugerujg Scistag zalezno$¢ miedzy owymi
substancjami i RNA. Wedtug danych Sticha i Plauta (63), a takze
De Vitry (32), rybonukleaza dodana do pozywki wzrostowej aceta-
bularii hamuje nieodwracalnie morfogeneze fragmentéw bezjgdrowych,
a jedynie czasowo zatrzymuje wzrost i réznicowanie komdrek nienaru-
szonych. Podobne skutki wywotuje dziatanie Swiattem nadfiotkowym na
jadrzaste i bezjagdrowe fragmenty glonu (33, 76). Wyniki te wskazywaty-
by posrednio na role RNA jadrowego w kierowaniu morfogenezag plechy.
Podobne wnioski nasuwajg wyniki wielu prac (7, 8, 13, 19, 51, 58, 77, 78)
wskazujace, ze aktynomycyna D (hamujgca wybidrczo synteze RNA za-
lezng od DNA) znacznie silniej hamuje wzrost i morfogeneze komorek
nienaruszonych acetabularii, badZz ich jadrzastych fragmentéw (do cyto-
lizy komérki wiacznie (6)), stabiej natomiast wptywa na fragmenty bez-
jadrowe. De Vitry (27, 28) wykazata, ze MC-aktynomycyna wigcza
sie nie tylko do jadra lecz takze do chloroplastdw, co nasuwa przypusz-
czenie o udziale tych ostatnich w procesach wzrostu i morfogenezy ple-
chy. 5-fluoro-dezoksyurydyna — antymetabolit syntezy DNA blokujacy
synteze kwasu tymidylowego (29) — znacznie silniej hamuje morfogene-
ze fragmentdw jadrzastych niz bezjadrowych glonu (30). Zdaniem De
Vitry (29), zwigzek ten moze badz hamowaé¢ transport RNA z jadra
do cytoplazmy, doprowadzajagc miedzy innymi do powstania ,,odwroco-
nego” gradientu metabolicznego RNA w trzonku, badZ tez powoduje
powstawanie nietypowego DNA, nie przenikajgcego przez btone jadro-
wa lub nieaktywnego jako matryca do transkrypcji okre$lonych frakcji
RNA.

Synteza réznych klas RNA i DNA w nieobecnos$ci jagdra badana cze-
sto wiasnie u Acetabularia sp. $ci$le wieze sie z zagadnieniem autono-
micznos$ci chloroplastow w komérce roslinnej.

Wystepowanie heterogennego RNA w piesze glonu stwierdzono za
pomocag wirowania w gradiencie sacharozy (3, 45, 46). Niektérzy autorzy
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ze szkoty Bracheta, na przyktad Ceska (23), jak tez sam Brachet
(14) sa zdania, ze w nieobecnos$ci jadra w komorce nie moze zachodzic¢
synteza wysokospolimeryzowanego RNA a tylko synteza sRNA (31).
W takim ujeciu, biogeneza rybosoméw lub synteza rybosomowego RNA
odbywataby sie pod kontrolg jadra (10, 14). W jadrze, byé moze w ja-
derku, zachodzitby proces tworzenia rybosomdw (34, 72), ktére transpor-
towane bytyby przez pory w btonie jadrowej (73) do strefy cytoplazmy
wokot jadra. Poglad taki popieratby obserwacje (21), ze leworfanol —
zwiagzek hamujacy preferencyjnie synteze rybosomowego RNA — dzia-
tat bardziej destrukcyjnie na fragmenty bezjgdrowe niz na fragmenty
jadrzaste komorek acetabularii. Zdaniem Bracheta (14), w nieobec-
nosci jadra u acetabularii mozliwy jest proces programowania ryboso-
moéw juz uprzednio w petni uformowanych. Proces ten polega na przy-
taczeniu nici mMRNA do zespotu rybosomow i tworzeniu uktadéw poliso-
mowych. Ciekawe formy polisomowe o charakterze rozetkowym zaob-
serwowano w trzonku plechy acetabularii (34). Pewne doniesienia wska-
zuja jednak, ze rybosomowy RNA moze syntetyzowac sie u acetabularii
nawet w nieobecno$ci jadra. Stwierdzono mianowicie, ze bezjgdrowe
fragmenty glonu silniej niz jadrzaste witaczajg 8-14C-adenine i 3P-fosfo-
ran do RNA rybosoméw (64) oraz, ze we fragmentach komadrkowych
Acetabularia crenulata synteza rybosomowego i rozpuszczalnego RNA,
w przeciwieAstwie do mRNA, odbywa sie przez okoto 30 dni po usunie-
ciu jadra (70). Sa tez dane (56), ze i u Acetabularia mediterranea synteza
RNA rybosoméw moze zachodzi¢ w nieobecnosci jadra.

Problemem syntezy réznych klas RNA u acetabularii zajat sie szerzej
Janowski (45,46). Technikg chromatografii kolumnowej na metylo-
wanej albuminie uzyskat on trzy frakcje, znakowanego uprzednio in vivo
RNA zaréwno z jadrzastych jak i bezjagdrowych fragmentéw komorek
Acetabularia mediterrdnea. W obu typach fragmentéw synteza nisko-
czagsteczkowego RNA (frakcja 1) zachodzi gtdwnie we frakcjach podko-
madrkowych nie zawierajacych chloroplastow. Druga frakcja to RNA
wysokospolimeryzowany, syntetyzowany zaréwno w chloroplastach jak
i poza nimi, a trzecia frakcja— heterogenna chromatograficznie i zawie-
rajaca DNA — jest syntetyzowana w plastydach. Zatem chloroplasty ace-
tabularii aktywnie uczestniczytyby w metabolizmie kwaséw nukleino-
wych. Plastydy tego glonu stanowia ciekawy wyjatek sposrdd chloropla-
stow innych roslin, gdyz skupiajg w sobie okoto 80% RNA cytoplazmy
(38, 47). Naora i wsp. (47) stwierdzili, ze po usunieciu jadra z komor-
ki acetabularii, ilos¢ RNA w plastydach zwieksza sig, natomiast we
frakcji mikrosomoéw i w supernatancie uzyskiwanym po ich odwirowa-
niu — maleje. Poniewaz transport RNA z cytoplazmy do plastydéw nie
zachodzi, autorzy przyjeli ten fakt jako dowd6d realnej syntezy RNA
w chloroplastach. Jes$li synteza taka rzeczywiscie ma miejsce nalezatoby
oczekiwac¢ obecnosci DNA w tej organelli.
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Istotnie, obecno$¢ DNA w chloroplastach acetabularii wykazali Bal-
tus i Brachet (2 oraz Gibor i tzawa (35). Ci ostatni otrzy-
mywali chloroplasty z hodowanych w aseptycznych warunkach glonéw
pozbawionych uprzednio jader komorkowych. Wynik ten nabiera wiec
wyjatkowych walorow dowodowych, poniewaz uzyskiwane z innych or-
ganizméw chloroplasty z reguty bywajg zanieczyszczone materiatem po-
chodzenia jagdrowego. Wedtug Bracheta (8), charakterystyka fizyko-
chemiczna DNA plastydéw acetabularii wskazuje na odmienno$é jego
sktadu nukleotydowego od DNA jadrowego.

Usuniecie jadra komoérkowego nie wptywa na intensywnos$¢ wiacza-
nia znakowanej tymidyny do DNA chloroplastdw acetabularii (60). Ilos¢
plastydialnego DNA we fragmentach bezjadrowych glonu hodowanych
w warunkach normalnego os$wietlenia zwieksza sie dwukrotnie w ciggu
okoto 15 dni po denukleacji komorki (44). W tym czasie — przez 21 do
28 dni — odbywajg sie podziaty chloroplastow (9, 12, 24, 60), co wskazy-
watoby, ze w nieobecnosci jadra w piesze, DNA plastydow ulega repli-
kacji (26, 44, 60). Zdaniem Bracheta i Goffeau (20, 36) DNA ten
mogitby odgrywac role matrycy w syntezie mRNA w plastydach. Chloro-
plasty izolowane z bezjadrowych fragmentéw plechy Acetabularia me-
diterranea jedenastego dnia po operacji, silnie wbudowujg bowiem zna-
kowane aminokwasy (20, 36), a do ich RNA wbudowywane sg znakowa-
ne prekursory: uracyl (55) oraz adenina i kwas orotowy (47). Poniewaz
procesy wcielania prekursorow RNA i aminokwaséw sg wrazliwe na de-
zoksyrybonukleaze i aktynomycyne (36, 55) a wiadomo, ze antybiotyk ten
hamuje aktywno$¢ polimerazy RNA zaleznej od DNA (18, 59), wniosek
Bracheta i Goffeau (20, 36) jest zatem uzasadniony. Przemawia
za nim tez fakt wigczania na Swietle przez plastydy (z fragmentow bez-
jadrowych) nukleozydotréjfosforanéw, substratow dla polimerazy RNA
zaleznej od DNA (55).

Chloroplasty wykazujg zatem daleko posunietg autonomie metabo-
lizmu kwasow nukleinowych. Zachodzi w nich réwniez intensywna syn-
teza biatek (24,38). Najprawdopodobniej réwniez mitochondria wykazuja
pewng autonomie w tym wzgledzie. Green i wsp. (39) stwierdzili, ze
organella ta u acetabularii zawiera DNA odmienny od DNA chloropla-
stow.

Zycie komérek acetabularii pozbawionych jadra jest znacznie ogra-
niczone w czasie. Dla zachowania ciggtosci genetycznej organizmu jadro
jest niezbedne, pomimo mozliwosci replikacji DNA plastydéw. By¢ mo-
ze, do matrycy plastydéw muszg by¢ dostarczane pewne metabolity po-
chodzenia jadrowego, na przyktad okreslone frakcje diugotrwalego
mRNA. Stabilnos$¢ informacyjnego RNA bytaby jedng z cech charaktery-
stycznych acetabularii wyrdzniajacg ja sposrod innych systemoéw biolo-
gicznych (10,15). Zdaniem Siron vala (61), w niektérych procesach
komérkowych, na przyktad asymilacji dwutlenku wegla i wydzielania
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tlenu u acetabularii odgrywatoby role wzajemne oddziatywanie na siebie
informacyjnych RNA pochodzenia jadrowego i plastydialnego.

Acetabularia jest tez cennym obiektem w badaniach nad wptywem
cytoplazmy na jadro komorkowe. Zaburzenie procesdw dostarczajgcych
energie, ktore zachodzg w cytoplazmie, na przykiad dwunitrofenolem
(11, 40) rozkojarzajacym fosforylacje i utlenianie, badz tez przez etiolo-
wanie komérki (40, 42, 43), wywotuje powazne zmiany degeneracyjne
w jadrze komdérkowym, miedzy innymi obnizenie intensywnos$ci meta-
bolizmu RNA (11,40,42). Zdaniem Bracheta (10), jednym z najcie-
kawszych probleméw biochemicznych, jakie nalezy wyjasni¢ w badaniach
nad acetabularig, jest zagadnienie natury czynnikéw cytoplazmatycz-
nych wptywajgcych na intensywno$¢ proceséw transkrypcji jadrowego
RNA i replikacji DNA.

Niewyjasniona w peini natura hamerlingowskich ,substancji morfo-
genetycznych” zwraca uwage badaczy na role kwaséw rybonukleino-
wych, a takze pewnych biatek, w procesach przekazywania informacji
koniecznych dla prawidtowej morfogenezy plechy acetabularii. Rozsze-
rzajagc dawniejsze sugestie Betha (5), Zetsche (78, 79) opowiedziat
sie za istnieniem kilku pul przenosnikéw informacji genetycznej i przy-
puszcza, ze wzrost trzonka i chwytnikéw oraz budowa kapelusza odbywa
sie pod kontrolg odmiennych pul przeno$nikdw syntetyzowanych w jg-
drze z udziatem odpowiednich gendw. Geny te, czynne juz we wczesnych
etapach rozwoju zygoty niezréznicowanej na poszczeg6lne organoidy,
kierujg syntezg przenos$nikow obu typéw jednocze$nie. Przenos$niki z ko-
lei— rowniez jednocze$nie i w spos6b ciggly a nie jednorazowo — sg
transportowane z jagdra do cytoplazmy i tam gromadzone. Te z nich, kto-
re warunkujg rozwéj kapelusza plechy, poczatkowo pozostajg tam w sta-
nie nieaktywnym. Natomiast przenos$niki Kkierujgce rozwojem trzonka
i chwytnikdw dziatajg od razu. Wykorzystywanie informacji zawartych
w przeno$nikach wprzegnietych w procesy wzrostu kapelusza zaczyna
sie dopiero wowczas, gdy trzonek osiggnie maksymalne rozmiary. Whnio-
ski te wyciagngt Zetsche (79) z nastepujacych doswiadczen. Czesé
bazalng trzonka plechy wraz z chwytnikami umieszczat on w r6znych
odstepach czasu po odcieciu czesci wierzchotkowej w srodowisku z akty-
nomycyng (10 j.tg/ml), w wyniku czego synteza RNA zalezna od DNA by-
ta hamowana. Po usunieciu antybiotyku z pozywki i po odcieciu chwyt-
nika z jadrem, pozostata cze$¢ bazalna trzonka wykazywata tym wiekszg
zdolnos$¢ do roznicowania (wyksztatcata tym wiekszy kapelusz), im wie-
cej uptyneto czasu od odciecia szczytowej czesci trzonka do momentu
umieszczenia cze$Sci podstawkowej trzonka w $rodowisku z antybioty-
kiem. Swiadczyto to, ze przebieg morfogenezy regulowany byt niejako
iloscig przenos$nikow informacji wytworzonych w jadrze komdrkowym.
Jak juz podkreslaliSmy wyzej, ,,substancje morfogenetyczne” gromadzg
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sie przede wszystkim w czesci wierzchotkowej trzonka (42, 77), a ta —
w przytoczonym doswiadczeniu Zestche’go (79) — zostata odcieta.

Nastepstwo czasowe rozwoju trzonka i kapelusza w ontogenezie ace-
tabularii jest najprawdopodobniej— zdaniem autora— odzwierciedle-
niem kolejnej aktywacji przeno$nikow informacji dla obu proceséw a nie
aktywacji genéw kierujgcych syntezag tych przenosnikéw. Aktywacja
przenos$nikdw bytaby regulowana na poziomie translacji kodu genetyczne-
go. Zetsche (78) jest zdania, ze przenosnikami informacji sg infor-
macyjne kwasy rybonukleinowe o dtugim pdtokresie trwania a nie biat-
ka; bowiem puromycyna hamujaca biosynteze biatek na poziomie rybo-
somu, hamowata wprawdzie ich synteze u acetabularii, nie wptywata na-
tomiast na transport ,,substancji morfogenetycznych”. Substancje te, na-
gromadzajace sie w cytoplazmie nawet w obecnosci puromycyny w po-
zywce wzrostowej acetabularii, zaczynajg kierowaé syntezg biatek po
usunieciu antybiotyku (78). Je$li bowiem bazalne fragmenty trzonka ple-
chy wraz z ryzoidem, a wiec fragmenty jadrzaste, bylty przetrzymywane
przez 10 dni w $rodowisku zawierajgcym puromycyne, a potem usuwano
z nich jadro i z kolei — antybiotyk z pozywki, otrzymywano bezjgdrowe
fragmenty bazalne trzonka zdolne do intensywnej syntezy biatka. Nato-
miast fragmenty komorkowe traktowane puromycyng w nieobecnosci
jadra po zmianie pozywki nie syntetyzowaty biatek. Je$li interpretacja
Zetsche’go jest prawidtowa, powaznie zblizylibySmy sie do poznania na-
tury ,substancji morfogenetycznych” acetabularii i lepszego zrozumienia
roli kwaséw nukleinowych w morfogenezie komarki.
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MIROSEAWA PIECHOWSKA*

Transformacja bakterii
Bacterial Transformation

The characteristics of biologically active DNA, the state of bacterial com-
petence, the uptake and integration of donor DNA and the phenotypic expression
of the transferred genetic information are described.

Transformacja jest procesem miedzykomorkowego przenoszenia in-
formacji genetycznej, polegajacym na wniknieciu do komorek bakterii—
biorcow czasteczek DNA, pochodzacych z bakterii—dawcéw, i zastapie-
niu przez nie odpowiednich fragmentdw genomu. Informacja genetyczna
kontrolowana przez wbhudowany fragment DNA ujawnia sie w komdérce
biorcy i jest przekazywana z pokolenia na pokolenie (2,4,21,41,50,71)
(rysunek 1).

1 2 3 4

Rys. 1. Schemat procesu transformaciji.

1. Komoérka bakterii—dawcy. — —odcinek chromosomu réznigcy sie od odpowied-
niego odcinka biorcy (marker).

2. Rozpuszczenie $ciany komoérkowej, pekanie chromosomu i uwolnienie DNA z komor-
ki dawcy.

3. Komérka biorcy, ktéra pobrata czasteczke DNA dawcy zawierajagca marker.

4. Komorka transformanta powstata w wyniku wtaczenia markera do chromosomu biorcy.

Transformacje bakterii mozna uzyska¢ przy uzyciu zabitych lub roz-
puszczonych komorek dawcéw, a takze wyodrebnionego z nich DNA.
W artykule oméwiono tylko te zjawiska towarzyszgce transformacji,
ktére sg poznane w stopniu umozliwiajacym uzycie stosunkowo prostych
i Scistych sformutowan, liczac na mozliwos¢ petniejszego zaspokojenia
zainteresowan czytelnika przez wczesniejsze artykuty przegladowe (5, 44,
54, 100, 104) oraz szczegb6towe publikacje cytowane w tekscie.

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki P.A.N. Warszawa.
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I. Wstepna charakterystyka procesu transformacji

Dla uzyskania transformacji in vitro z hodowli bakterii izoluje sie
komorki mutanta, na przyktad opornego na streptomycyne, i rozmnaza
sie je, a nastepnie wyodrebnia DNA. Oczyszczone DNA, dodane do ptyn-
nej hodowli wyjsciowego szczepu, wrazliwego na streptomycyne, wywo-
tuje przeksztatcenie niektérych bakterii w komorki oporne na ten anty-
biotyk. Wyodrebnienie uzyskanych transformantow wymaga jedynie do-
dania streptomycyny, ktéra powoduje obumarcie nietransformowanej
czesci populacji.

Procent transformowanych komorek hodowli biorcy zalezy od rodza-
ju uzytych bakterii i transformowanych cech oraz innych warunkdéw
doswiadczenia. Przy statej gestosci bakterii — biorcéw liczba transfor-
mantéw zalezna jest od stezenia dodawanego DNA, a w pewnym zakre-
sie stezen jest do niego wprost proporcjonalna. Liczba transformantéw,
otrzymywana przy nasycajagcym stezeniu DNA, charakteryzuje zdolnos¢
szczepu biorcy do ulegania transformacji, natomiast najnizsze stezenie
DNA, przy ktorym otrzymuje sie jednego transformanta, charakteryzuje
stezenie biologicznie aktywnych czasteczek w preparacie DNA.

Zjawisko transformacji in vitro ma zasieg do$¢ ograniczony. W ciggu
dwudziestu kilku lat badah udato sie wywotaé transformacje zaledwie
u kilkudziesieciu szczepow, przynaleznych do dziewieciu grup rodzajo-
wych bakterii. Najlepiej poznano 4 uktady transformacji: Diplococcus
pneumoniae, Hemophilus influenzae, Bacillus subtilis i Streptococcus gru-
py H. Wachlarz cech uzywanych w transformacji jest znacznie bardziej
urozmaicony, tak wiec przekazywane sg cechy opornosci na antybiotyki
lub sulfonamidy, wytwarzania r6znych enzymow, wytwarzanie rze-
sek, wytwarzanie otoczki itd. Wybor rodzaju transformowanych cech
jest uzalezniony od celu jakiemu majg stuzy¢é doSwiadczenia, jak réwniez
od stopnia trudnosci metody selekcji transformantéow i od wydajnosci
transformacji. Wiadomo bowiem, ze u jednego bakteryjnego szczepu—
biorcy wydajnos$¢ transformacji poszczegdélnych cech moze wykazywaé
znaczne réznice.

Il. Charakterystyka transformujgcego DNA

1. Posta¢c DNA wyodrebnionego z bakterii i jej pochodzenie

Uzywanie chemicznie czystego DNA do transformowania cech umozli-
wia badanie zalezno$ci miedzy budowg a funkcjg materiatu genetyczne-
go. Z badan autoradiograficznych bakteryjnych chromosoméw (12) i z ich
obrazéw elektronomikroskopowych (22,59, 70) wynika, ze chromosom
bakteryjny jest pojedynczg, nitkowatg czgsteczkg DNA o ciezarze cza-
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steczkowym okoto 1,4X1 @ do 2X109 daltonéw. Czasteczka ta ma $red-
nice okoto 25 A, diugos$¢ od 0,7 do 1 mm i wystepuje prawdopodobnie
w zamknietej, kolistej postaci (12). Chromosom bakteryjny zawiera od
2,3 do 3,3 milionéw par nukleotydoéw, a zatem przy udziale wszystkich
nukleotydow jednej nici w trojkowym zapisie aminokwasow jego DNA
nositoby zapis okoto 0,8 do 1,1 miliona aminokwaséw, co odpowiada licz-
bie mniej wiecej 3000 czasteczek biatek, zbudowanych $rednio z 300 ami-
nokwasow. Cienka i dtuga ni¢ bakteryjnego chromosomu jest mechanicz-
nie nietrwata i w czasie oczyszczania ulega rozerwaniu na 100 do 200 frag-
mentéw. Nawet znacznie krotsze od chromosomu czasteczki DNA ulegaja
rozerwaniu pod wptywem intensywnego mieszania, przepuszczania roz-
tworéw przez cienkie igty od strzykawek lub dziatanie ultradzwiekéw
(19,20,26,48,69). Poszczegdlne czasteczki DNA wyodrebnionego z ko-
morek zawierajg wiec tylko fragmenty genetycznej informacji chromo-
somu, majg one ciezar czasteczkowy wynoszacy $rednio 10—20 milionéw
(wartosci skrajne od kilku do czterdziestu kilku milionéw (10)). Na jedng
czasteczke o ciezarze czasteczkowym okoto 10 milionéw przypada mniegj
wiecej 15 genow. Powstaje pytanie'—w jakim stopniu uktad informacji
genetycznej czasteczek DNA odpowiada liniowemu ukiadowi genow
w chromosomie bakteryjnym i jakie ma to znaczenie dla transformacji.
Rozpatrujac losy dwdch cech A i B, ktérych zapis potozony jest w pew-
nej odlegtosci na chromosomie (97), mozna przewidzie¢, ze po wyodreb-
nieniu DNA, ktéremu towarzyszy przypadkowe pekanie chromosomu
otrzymamy trzy rodzaje czasteczek: zawierajagce ceche A, zawierajace
ceche B oraz, w przypadku dostatecznie matej odlegtosci miedzy zapisem
cech, czasteczki z dwoma cechami A i B. Procentowa zawarto$¢ czaste-
czek z dwoma cechami powinna zaleze¢ od odlegtoSci miedzy ich zapisem
w chromosomie. Otrzymane czasteczki z jedng badang cecha nie beda
jednakowe pod wzgledem sktadu i sekwencji nukleotydéw, poniewaz
pekniecia poszczegdlnych chromosoméw moga wystagpi¢ w réznej odleg-
fosci od obszaru zapisu danej cechy. W przypadku wystgpienia dwoch
cech w jednej czasteczce DNA mogg one by¢ tacznie przekazywane trans-
formowanej komdrce (tak zwane ,,cechy zwigzane”).

2. Cechy niezalezne i zwigzane

Cechy zwigzane rozpoznaje sie przede wszystkim na podstawie czesto-
tliwosci wystepowania ,,podwdjnych transformantow” to znaczy uzysku-
jacych dwie cechy. Jest ona bowiem zawsze wieksza od iloczynu czesto-
tliwosci wystepowania transformantéw pojedynczych cech tworzacych
pare. Przez czestotliwo$¢ wystepowania transformantéw rozumie sie sto-
sunek liczby transformantow do liczby wszystkich komdrek w populacji
bakterii.

Transformacja cech zwigzanych podlega takim samym prawom jak
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transformacja cech pojedynczych; przy statej gestosci bakterii liczba
transformantéw podwdjnych jest wprost proporcjonalna do stezenia
DNA, przy czym jest ona statg frakcja pojedynczych transformantow
bez wzgledu na stezenie DNA (38). Rownoczesna transformacja dwoch
zwigzanych cech jest liniowg funkcjg czasu tak samo jak transformacja
pojedynczych cech (rysunek 2).

rys. 3

Czas(min.)

Rys. 2. Kinetyka podwdjnych, niezwigzanych transformacji w hodowli H.influenzae.

Wedtug Goodgala (38).

Log (1 —Nt/Nf) jest wykre$lony w funkcji czasu.

Nt = liczba transformantéw w czasie t, Nf = maksymalna liczba transformantéw otrzy-
mywana po 25—30 minutach kontaktu DNA z populacja biorcy.

—A —A — A —podwdjne, oporne na streptomycyne i katomycyne transformanty otrzy-
mywane przy uzyciu mieszaniny dwéch preparatbw DNA: wyodrebnionego z komérek
opornych na streptomycyne i z komoérek opornych na katomycyne.

—9 — O —e+ — pojedyncze transformanty oporne na streptomycyne

— O —10 — O — pojedyncze transformanty oporne na katomycyne.

Rys. 3. Wplyw stezenia DNA na wzgledng liczbe podwoéjnych transformantéw

uzyskujacych niezwigzane cechy opornosci na streptomycyne i erytromycyne

(_a__A—w hodowli biorcy H.influenzae. Dla poréwnania wykres wptywu stezen

DNA na wzgledna liczbe pojedynczych transformantéw, opornych na streptomycyne
lub erytromycyne (0—o0—o0—). Wedlug Goodgala (38).

W przypadku cech niezwiazanych réwniez pojawiajg sie podwdjne
transformanty, jednak zalezno$¢ pomiedzy ich liczbg a stezeniem DNA,
przy statej gestoSci bakterii, jest zalezno$cig drugiego rzedu. Czestotli-
wosé wystepowania podwdéjnych transformantéw jest bowiem réwna ilo-
czynowi czestotliwosci wystepowania pojedynczych transformantow
w populacji biorcy. Zmiany wzglednej liczby pojedynczych i podwdj-
nych transformantéw dwoch niezwigzanych cech w funkcji stezenia DNA
przedstawia rysunek 3 (38). Kinetyka podwojnych transformacji dwdch
niezwigzanych cech réwniez wykazuje zalezno$¢ drugiego rzedu (rysu-
nek 2).
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I1l. Bakterie zdolne do transformacji

Do uzyskania transformacji nie wystarcza dodanie transformujgcego
DNA do hodowli bakterii. Bakterie te musza by¢ zdolne do pobrania
DNA, do wbudowania go w chromosom i do ulegania dalszym skompli-
kowanym procesom, prowadzacym do ujawnienia nowej cechy. Stan
zdolnosci do ulegania transformacji nazywany jest kompetencjg. Jest to
przejSciowy stan fizjologiczny (rysunek 4) wystepujacy tylko w Scisle
okreslonych warunkach hodowli: pH, temperatury, stezenia jonow, skila-
du pozywki, napowietrzania itp. Zmiana tych warunkéw wywotuje dra-
styczne zmiany wydajnosci transformacji (7,35,65,66,103,110,120).

Rys. 4. Wzrost i kompetencja szczepu Challis nalezgcego do paciorkowcéw hemoli-
zujacych grupy H. Wedtug Piechowskiej i Shugara — wykres nie pu-
blikowany.

Wzrost mierzony w jednostkach tworzacych kolonie. WartoSci otrzymane przez posiew
probki hodowli ptynnej na podtoze state.

Kompetencja mierzona w jednostkach tworzacych kolonie transformantéw opornych na
dwuhydrostreptomycyne. Warunki transformacji wedlug Piechowskiej i Shuga-
ra (93).

Wiadomosci o istocie stanu kompetencji sq dotychczas tak ograniczo-
ne, ze nie pozwalaja na wywotanie transformacji u dowolnie wybranych
bakterii. Na podstawie pewnych faktdw mozna jednak niekiedy wyttu-
maczy¢ przyczyny wynikow dodatnich lub ujemnych. Zauwazono na
przyktad, ze w pieciu uktadach transformacji (paciorkowce hemolizu-
jace «—szczep Challis, D. pneumoniae, B. subtilis, B. cereus i H. influen-
zae) pojawienie sie stanu kompetencji jest warunkowane wytwarzaniem
przez bakterie tak zwanego ,czynnika kompetencji” (6,16,28,87,112),
ktory prawdopodobnie peini istotng role w aktywnym transporcie cza-
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steczek DNA przez Sciane komorkowg. Czynnik kompetencji wytwarza-
ny przez paciorkowce (szczep Challis) oraz D. pneumoniae i B. subtilis
ulega inaktywacji pod wptywem proteolitycznych enzymow, jest wiec
najprawdopodobniej biatkiem lub jego aktywna cze$¢ jest biatkowa (16,
24, 112). Ciezar czasteczkowy czynnika kompetencji u D. pneumoniae
wynosi okoto 10 000 (113). Natomiast w uktadzie transformacji H. injlu-
enzae czynnik kompetencji jest niskoczgsteczkowga substancjg dializujgcy
przez poiprzepuszczalne btony, ktérej aktywnos$¢ jest tylko czesciowo
niszczona przez enzymy proteolityczne (6).

Informacje o przypuszczalnej roli czynnika kompetencji w procesie
wnikania DNA do komorek biorcow pochodzg z immunologicznych ba-
dan kompetentnych hodowli paciorkowcéw i dwoinek zapalenia ptuc.
Okazato sie, ze surowice krolikdw uodpornionych komdrkami zawierajg-
cymi czynnik kompetencji pozbawiajg go charakterystycznej aktywnosci,
a reagujac z kompetentnymi bakteriami — zmniejszajg wigzanie DNA
przez komorki i hamuja transformacje. Prawdopodobnie surowica odpor-
nosciowa inaktywuje, lub blokuje znajdujace sie na powierzchni kompe-
tentnych komorek receptory DNA, ktérych cze$¢ sktadowg moze stano-
wi¢ czynnik kompetencji (77,85,86,111).

Czynnik kompetencji, pochodzacy z hodowli szczepu Challis moze wy-
wotywaé pobieranie DNA oraz transformacje u niepobierajgcego DNA
szczepu Wicky, nalezacego do paciorkowcéw hemolizujacych grupy H
(24, 82, 88). Jednakze dziatanie czynnika kompetencji jest ograniczone,
na przykiad czynnik wytwarzany przez D. pneumoniae moze wywoly-
waé kompetencje w hodowli D. pneumoniae lub Streptococcus viridans,
ale nie moze u H. injluenzae i Escherichia coli.

Obecnos$¢ czynnika kompetencji nie jest jedynym warunkiem wysta-
pienia transformacji, poniewaz znane sg bakterie wytwarzajgce go i po-
bierajace DNA, ale niezdolne do transformacji (90). Oczywiste jest, ze
nie moga one ulega¢ dalszym etapom procesu polegajagcym na wigczeniu
DNA dawcy do chromosomu i na zmianach w metabolizmie komorek
biorcow.

Procentowg zawarto§¢ kompetentnych komoérek w populacji biorcy
okres$la sie na podstawie Wydajnosci transformacji. Najczesciej wydaj-
nos$¢ transformacji jednej cechy wynosi kilka procent, ale zdarza sie row-
niez wyzsza (42, 52). U H. injluenzae uzyskano 40 procentowg wydajnos¢
sumarycznej transformacji pieciu niezaleznych cech (40), a w przypadku
Streptococcus — 50 lub 60 procentowg wydajnos$¢ (w zaleznosci od szcze-
pu biorcy) transformacji dwoch niezaleznych cech (91). Wydajnos$ci trans-
formacji wyrazane sg zawsze w jednostkach tworzgcych kolonie, ponie-
waz uzywane bakterie wystepujg zaréwno w postaci pojedynczych ko-
morek jak i w postaci skupisk ztozonych z kilku do kilkunastu komorek.
Przeliczenie otrzymanych wartosci na procent transformowanych komé-
rek wymaga mikroskopowego oznaczenia czesto$ci wystepowania poszcze-
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golnych rodzajow skupisk w populacji biorcy i obliczenia prawdopodo-
biedAstwa wystepowania transformowanych komoérek w skupiskach (92).
Wedtug takiego obliczenia u paciorkowcéw szczepu Challis 50°/0 trans-
formowanych jednostek tworzacych kolonie odpowiada 21% transformo-
wanych komaérek w populacji biorcow.

OkreS$lenie liczby transformowanych komoérek w populacji nie jest
jednoznaczne z okre$leniem liczby komoérek pobierajagcych DNA.
Autoradiograficzne badania Younga (119) wykazaly, ze w populacji
B. subtilis procent transformowanych komorek jest pieciokrotnie nizszy
od procentu komorek pobierajacych DNA. Przyczyng tego moze by¢ zbyt
mata liczba transformowanych cech, niewystarczajgca do wykrycia
wszystkich rekombinantéw, lub tez wystepowanie rekombinacji tylko
w pewnej frakcji komorek pobierajagcych DNA (patrz dodatek 1).

IV. Przebieg reakcji miedzy czasteczkami DNA i bakteriami

1. Wnikanie DNA do bakterii biorcow

Pierwszym etapem wnikania jest odwracalna adsorpcja czasteczek
DNA na powierzchni komorek, odbywajgca sie z tak duzg szybkoscia, ze
jej czas nie daje sie zmierzy¢. Drugi etap polega na trwalym wigzaniu
DNA z komérkami bakterii (w sposéb zabezpieczajacy czgsteczki przed
dziataniem DN-azy (67) co mozna oznaczy¢ dodajac DNA znakowane izo-
topami radioaktywnymi a takze ciezkimi. Trwate wigzanie takiej iloSci
DNA, ktéra zapewnia otrzymanie jednego transformanta wymaga 4 do
5 sekund u H. influenzae (108), a okoto 2 minut u B. subtilis (68,105).
Otrzymanie jednego podwdjnego transformanta nabywajgcego dwie zwig-
zane cechy wymaga diuzszego czasu pobierania DNA przez komérki niz
otrzymanie pojedynczych transformantéw, przy czym warto$¢ stosunku
liczby podwéjnych transformantéw do liczby pojedynczych transforman-
tow rosnie do wartosci granicznej wraz z przedtuzaniem czasu kontaktu
DNA z bakteriami. Co wiecej —w przypadku réznych par zwigzanych
cech — minimalny czas pobierania DNA, konieczny dla otrzymania jed-
nego podwdéjnego transformanta, jest liniowag funkcjg odlegtosci miedzy
cechami tworzacymi pare. Wskazuje to, ze czasteczka DNA wnika do
komérki bakteryjnej réwnolegle do swojej diuzszej osi (68, 105).

Ilo§¢ DNA pobranego przez populacje bakterii zwieksza sie wraz ze
wzrostem kompetencji hodowli i stezenia DNA az do osiggniecia ilosci
czasteczek nasycajacych komorki biorcy (7, 29, 39, 67). 1los¢ DNA, pobra-
ng przez jedng komorke, oblicza sie dzielgc catg iloS¢ DNA, zwigzang
przez populacje, przez liczbe transformantow uzyskujacych jedng, nowa
ceche dziedziczng. Jedna komodrka transformanta H. influenzae moze po-
bra¢ 120 czasteczek DNA (39, 99), a komoérka transformanta D. pneu-
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moniae — okoto 500 czgsteczek DNA (29,67). Wartosci te mozna trakto-
wacé jedynie jako orientacyjne, poniewaz wiadomo, ze liczba transforman-
tdbw uzyskujacych jedng ceche jest mniejsza od liczby wszystkich zdol-
nych do transformacji komoérek i prawdopodobnie jeszcze mniejsza od
liczby wszystkich komorek pobierajgcych DNA w danej populacji (40.
119).

2. Rekombinacja genetyczna

Komorki kompetentne moga pobiera¢ nie tylko czasteczki transfor-
mujgcego DNA, ale rowniez heterologiczny DNA pochodzacy z innego
gatunku lub rodzaju bakterii, a nawet wyodrebniony z komoérek zwie-
rzecych (67, 99, 101). Pomimo zwigzania z komdrka biorcy heterologiczny
DNA na og6t nie wywotuje transformacji, poniewaz jest ona mozliwa
jedynie przy duzym podobienstwie sktadu i sekwencji nukleotydéw DNA
dawcy i biorcy. Zalezno$¢ te wykryli Marmur, Falkéw i Man-
del (72) gromadzac dowody wykazujgce, ze czasteczki DNA pochodzace
z bakterii, pomiedzy ktérymi zachodzi transformacja, moga tworzyé po-
taczenia hybrydowe po denaturacji i renaturacji cieplnej. W mieszani-
nach DNA, wyodrebnionego z bakterii—biorcdw, z DNA, ktdre nie moze
wywotaé transformacji czgsteczki hybrydowe nie tworzg sie. Przypusz-
cza sie zatem, ze wystgpienie rekombinacji genetycznej wymaga utwo-
rzenia przejsSciowego potaczenia pomiedzy chromosomem biorcy a DNA
dawcy, opartego na komplementarnosci zasad rekombinujgcych czaste-
czek DNA.

Los DNA dawcy w komorkach bakterii badano metodami fizyko-
chemicznymi, polegajacymi na uzyciu DNA dawcy znakowanego izoto-
pami ciezkimi i radioaktywnymi oraz metodami biologicznymi. Te ostat-
nie polegaja na oznaczeniu transformujgcej aktywnos$ci nowowprowa-
dzonej cechy dawcy w lizatach komodrek biorcy, sporzadzonych w réz-
nym czasie po pobraniu DNA. W dosSwiadczeniach tych szczep biorcy
byt biologicznie znakowany jedng cecha (A), a DNA dawcy — druga ce-
chg (B), przy czym obie cechy miaty te wiasciwos¢, ze gdy znajdowaty
sie w jednym preparacie DNA, zachowywaty sie jak cechy zwigzane.
W takim ukfadzie miarg rekombinacji genetycznej byto pojawienie sie
w lizatach komdérek biorcy DNA noszacego zwigzane cechy (AB). Okaza-
fo sie, ze stopienn powigzania cech A i B po rekombinacji jest taki sam
jak w DNA pochodzagcym z komdérek nabywajgcych te same cechy droga
mutacji. Oznacza to, ze transformowana cecha wigcza sie do chromosomu
biorcy zawsze w to samo, SciS$le okreslone miejsce. W podobnych ukta-
dach, wykorzystujgcych pary zwigzanych cech, ustalono ponadto, ze
nowa cecha zajmuje w chromosomie miejsce odpowiadajacej jej cechy
allelicznej (38, 51, 55).

Pierwszego dowodu wiaczenia czesci DNA dawcy do chromosomu
biorcy dostarczyto poréwnanie szybkos$ci inaktywacji transformowanej
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cechy w DNA dawcy, znakowanym 3P, z szybkoscig inaktywacji tej sa-
mej cechy znajdujacej sie w DNA biorcy, wyodrebnionym po rekombi-
nacji genetycznej. Biologiczna aktywno$¢ badanej cechy maleje z taka
samg szybko$ciag w obu wypadkach. Wynik ten miat rozstrzygajace zna-
czenie dla uksztattowania pogladéw na transformacje w okresie, gdy po-
waznie traktowano teorie tak zwanej ,zmiany matrycy”. Wedlug niej
rola pobranego DNA dawcy miataby polegaé na tym, ze stanowitby on
wzorzec do replikacji niektérych odcinkdw chromosomu biorcy. Zakita-
dajac, ze rozpad 3P w DNA z takim samym prawdopodobienstwem
uszkadza biologiczg aktywno$¢ dawcy jak i biorcy, Fox (32) obliczyt,
ze wielko$¢ wbudowanego fragmentu DNA odpowiada czgsteczce o cie-
zarze okoto 600 000 daltonéw. Podobnych dowodéw wbudowania frag-
mentu DNA dawcy dostarczyt pomiar czasu inaktywacji transformowa-
nej cechy przez promieniowanie UV, gdy tyming DNA dawcy zastgpiono
przez 5-bromouracyl zwiekszajacy wrazliwos¢ DNA na dziatanie ultra-
fioletu. Badana cecha wykazata takg samg wrazliwos¢ na promieniowa-
nie UV zaréwno wtedy, gdy znajdowata sie w DNA dawcy, jak i wow-
czas, gdy jej aktywnos$¢ byta juz zwiazana z DNA biorcy (107).

Wi ielu informacji o losie transformujacego DNA w komdrkach biorcy
dostarczyty badania, w ktérych uzywano DNA dawcy znakowanego izo-
topami radioaktywnymi oraz ciezkimi. Znakowanie takie w potaczeniu
z technikg ultrawirowania w gradiencie gesto$ci chlorku cezu (75) po-
zwala odrézni¢ ,ciezkie” DNA dawcy i ,lekkie” DNA biorcy, tworzace
osobne, dobrze oddzielone pasma. Wyniki badan w uktadach transfor-
macji D. pneumoniae, B. subtilis i H. influenzae wykazaty zar6wno po-
dobienstwo jak i roznice miedzy uktadami.

3. Rekombinacja genetyczna u D. pneumoniae

Pierwszym badanym i stosunkowo najdoktadniej poznanym jest uktad
transformacji D. pneumoniae (34, 60, 62).

W doswiadczeniach L acksa (60, 62) bakterie biorcy pobieraly w cig-
gu 15 minut DNA znakowany 3P. Nastepnie byty one, po réznych okre-
sach czasu, rozpuszczane i odbiatczane. Frakcjonowanie w kolumnie wy-
petnionej metylowang albuming na ziemi okrzemkowej oraz analiza
DNA bakterii w gradiencie gestosci CsCl pozwolito ustali¢ ciezar cza-
steczkowy i strukture drugorzedowg pobranego DNA. Okazato sie, ze na-
tychmiast po wniknieciu do komorki 50% radioaktywnego materiatu
znajdowato sie we frakcji DNA bedacego w formie pojedynczych tancu-
chow. Pozostaty 2P byt réwno rozdzielony pomiedzy natywne DNA i dia-
lizujgce czasteczki, sktadajgce sie z nieorganicznych fosforanow, glicero-
fosforanu oraz czterech 5’-dezoksynukleotydéw. Radioaktywnos¢ frakcji
natywnego DNA Lacks ttumaczy wykorzystaniem produktéw degradacji
pobranego DNA, prawdopodobnie 5-nukleotydéw, do normalnej syntezy
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komdrkowego DNA. Ttumaczenie to opiera sie na braku aktywnosci cech
dawcy w DNA biorcy w poczatkowym etapie transformacji, i na wyste-
powaniu radioaktywnosci we frakcji natywnego DNA biorcy nawet po
pobraniu heterologicznego, nietransformujagcego 3P-DNA. Znakowane
fosforany nieorganiczne, wykrywane w tym wczesnym etapie transfor-
macji, najprawdopodobniej pochodzg z defosforylacji nukleotydéw. Obec-
no$¢ P w glicerofosforanie moze by¢ wynikiem ustalenia sie rownowagi
miedzy znakowanymi fosforanami nieorganicznymi a pulg glicerofosfo-
ranu w komorce.

Poniewaz prawie potowa wnikajgcego do komdrek DNA ulega poka-
watkowaniu, a druga potowa jest przeksztatcona w forme pojedynczego
tancucha Lacks (60,61) uwaza, ze przemiany te sg podstawowg re-
akcjg towarzyszacq przechodzeniu DNA przez $ciane komorek pneumo-
coccus. Wyobraza je sobie jako ,przewlekanie” czasteczek przez Sciane
komorkowg przy aktywnym udziale DN-azy niszczacej tylko jeden tan-
cuch DNA, rozpoznawany na podstawie polarnosci (63).

W ciggu nastepnych 10 minut inkubacji bakterii, ktére pobraty
IP-DNA zanika frakcja jednotaricuchowego DNA, jednocze$nie pojawia
sie radioaktywno$¢ we frakcji natywnych czasteczek DNA i nowowprowa-
dzona cecha ujawnia biologiczng aktywno$¢. Do frakcji natywnego DNA
zostaje wigczona w sposéb trwaty mniej wiecej V5 materiatu radioaktyw-
nego, wprowadzonego do komdrek.

Dalszy los DNA pobranego przez komérki D. pneumoniae badali Fox
i Allen (34) uzywajac znakowanego fosforem 3P, deuterem 2H oraz
ciezkim azotem 19N DNA dawcy, ktéry miatl ceche opornosci na strepto-
mycyne. Odbiatczone lizaty komérkowe biorcy, sporzagdzone w réznych
odstepach czasu po pobraniu transformujagcego DNA, byty frakcjonowane
w gradiencie gestosci chlorku cezu. Jak sie okazato, po witaczeniu nowej
Cechy do genomu biorcy ciezki, transformujagcy DNA jest zwigzany
z DNA biorcy w ten sposéb, ze jego charakterystyczna gesto$¢ w CsCl
jest zamaskowana (rysunek 5). Potaczenie to prawdopodobnie jest ko-
walentne, poniewaz utrzymuje sie po denaturacji cieplnej a takze alka-
licznej, ktdra niszczy wigzania wodorowe pomiedzy zasadami azotowymi
komplementarnych tancuchéw DNA. Ponadto dziatanie sit $cinajacych,
prowadzgce do zmniejszenia ciezaru czgsteczkowego DNA z 20 do 1 milio-
na, powoduje przesuniecie zawierajagcych nowowprowadzong ceche czaste-
czek do pozycji posredniej miedzy gestoscia DNA dawcy i biorcy. Tam
tez znajduje sie materiat radioaktywny DNA dawcy (rysunke 6A). W tym
stanie, denaturacja cieplna prowadzi do wydzielenia zdenaturowanego
ciezkiego DNA, znakowanego 3P, tak samo jak DNA dawcy (rysunek 6B).
Jest to dowodem, ze DNA, ktére w wyniku dziatania sit $cinajgcych zna-
lazto sie w pozycji o gestosci posredniej pomiedzy gestoScia DNA dawcy
i biorcy, byto hybrydem majagcym jeden tancuch ,lekki”, a drugi
»ciezki”,
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Jest to chyba najbardziej przekonywujacy dowd6d Swiadczacy o tym,
ze biologiczna aktywno$¢ nowonabytego genu zawarta jest w natywnych
czasteczkach DNA biorcy w postaci kowalentnie z nim zwigzanych jed-
notancuchowych fragmentow DNA dawcy. Ciezar czasteczkowy tych frag-
mentow, wydzielonych po sonikacji i denaturacji cieplnej preparatu, wy-
nosi okoto V2 miliona, co stanowi VA cze$¢ dwutancuchowej czasteczki
transformujgcego DNA o ciezarze czastkowym 2X107 (patrz dodatek II).

Rys. 5. Rozktad gestosci DNA wyodrebnionego z bakterii biorcéw potraktowanych
potréjnie znakowanym (32P, 15N, 2H) transformujacym DNA w ciagu 15 min. w 37°C,
a nastepnie inkubowanych 3 min. w 37°C. Strzatka wskazuje oczekiwane potozenie
»ciezkiego” DNA. Wediug Foxa (33).

O—®—+ — rozktad radioaktywnos$ci DNA dawcy

Xx—X—X—X— rozktad transformujacej aktywnos$ci DNA dawcy

0—0—o0------ rozktad transformujacej aktywnos$ci DNA biorcy

Skala po prawej stronie oznacza liczbe transformantéw w ml pomnozonag przez 5X10-»
w przypadku markera dawcy a przez 10~* w przypadku markera biorcy.

O wnoszeniu nowych cech dziedzicznych do chromosomu biorcy przez
jeden z komplementarnych tahncuchéw DNA dawcy Swiadczg réwniez ba-
dania Guilda i Robisona (43). Po czeSciowym rozdziale kom-
plementarnych tancuchow DNA z D.pneumoniae za pomocg wirowania
w gradiencie gestosci chlorku cezu przy pH 12, wykazali oni aktywnos¢
transformujacg frakcji odpowiadajacych zaréwno ,lekkiemu” jak i ,ciez-
kiemu” tancuchowi DNA. Catkowity rozdziat komplementarnych fancu-
chow DNA z D. pneumoniae przeprowadzili Roger, Beckmann
i Hotchkiss (95) na drodze frakcjonowania zdenaturowanego DNA na
kolumnach z metylowanej albuminy. Kazda z otrzymanych komplemen-
tarnych frakcji DNA wywotlywata transformacje. Oznacza to, Zze nowa
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cecha dziedziczna moze by¢ wiaczona do chromosomu biorcy nie tylko
w postaci witasciwego jej zapisu, lecz takze w postaci sekwencji nukleo-
tydow komplementarnych do tego zapisu, bedgcych matryca do replikacji
fragmentéw polinukleotydowych, odczytywanych przez polimeraze DNA.

Rys. 6. Rozktad gestosci ekstraktow zawierajacych DNA z transformowanych bak-
terii. Wedtug Fox a (33).

DNA dawcy potrdéjnie znakowane (3P, 18N, 2H).

Rys. A. Ekstrakty poddane sonikacji

Rys. B. Ekstrakty poddane sonikacji i cieplnej denaturacji.

Strzatki wskazujg oczekiwane potozenie cigzkiego natywnego DNA dawcy.

« —e« rozktad radioaktywnos$ci DNA dawcy

x—x rozktad transformujacej aktywnos$ci DNA dawcy

0—o0— rozktad transformujacej aktywnosci DNA biorcy.

Skala po prawej stronie oznacza liczbe transformantéw w 1 ml pomnozonag przez 1,25
w przypadku markera dawcy, a pomnozong przez 10—s w przypadku markera biorcy.

Whnioski o wigczeniu DNA dawcy do jednej z komplementarnych nici
chromosomu biorcy uzyskaty dodatkowe potwierdzenie w wynikach in-
teresujgcych doswiadczen Guerriniego (cytowane wedilug (33)).
Bezposrednio po pobraniu DNA przez hodowle biorcdw Guerrini dopro-
wadzat do zabicia 95% tworzacych kolonie jednostek dziataniem ultra-
dzwiekow, po ktorym w skupiskach komorek D. pneumoniae mogta pozo-
sta¢ najwyzej jedna zywa bakteria. Badanie potomstwa tych pojedyn-
czych transformantéw wykazato, ze jest ono mieszane: ztozone z trans-
formowanych i nietransformowanych komorek, co uwaza sie za $Swiadec-
two segregacji heterozygotycznych transformantow (patrz dodatek III).

4. Rekombinacja genetyczna u H. influenzae i B. subtilis

Analogiczne badania nad transformacjg H.influenzae (80, 107, 115,
116, 117) oraz B.subtilis (10, 11, 89) réwniez dostarczyty dowodéw whbu-
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dowywania fragmentow DNA dawcy do chromosomu biorcy. Prawdo-
podobnie i w tych uktadach wigczane sa fragmenty pojedynczych tan-
cuchéw DNA dawcy (11, 80), jednak z chromosomow rekombinantow
B.subtlis ani H.injluenzae nie udato sie dotad wydzieli¢ fragmentéw DNA
dawcy. Dokonano jedynie pomiardw przesunie¢ pasm znakowanych cza-
steczek DNA rekombinantéw poddanych sonikacji, denaturacji oraz ul-
trawirowaniu w gradiencie gestosci chlorku cezu. Po pobraniu DNA przez
komérki biorcéw B.subtilis i H.injluenzae nie wykrywa sie w nich jedno-
tancuchowego DNA dawcy w formie niezwigzanej z chromosomem. Z li-
zatow komorkowych mozna natomiast wyodrebni¢ pobrane DNA dawcy
w rodzimej formie dwutancuchowej charakteryzujgcej sie petng aktyw-
noscig transformujaca (80). Przypuszcza sie jednak, ze losy DNA po
whniknieciu do komorek oraz proces integracji pobranego DNA w trzech
badanych uktadach sg w istocie takie same, réznice polegatyby tylko na
szybkos$ci przebiegu poszczegélnych reakcji wiodacych do wytworzenia
transformantéw (80). W przypadku B.subtilis przypuszczenia takie sg
poparte wynikami badan Chilton (17), ktéra wykazata aktywnos$¢
transformujacg pojedynczych tancuchéw DNA, co jest jednak sprzecz-
ne z wczesniejszymi doniesieniami Rownda, Greena i Doty
(73, 96, 98). W przypadku H.injluenzae sytuacja jest jeszcze bardziej
niejasna, poniewaz pewne fakty Swiadczg o wigczaniu dwutancuchowych
fragmentéw DNA dawcy do chromosomu biorcy (47, 114). Herriott
(47) stwierdzit bowiem, ze hybrydowe DNA majace w jednym tancuchu
ceche opornosci na streptomycyne, a w drugim, komplementarnym tan-
cuchu — ceche opornosci na nowobiocyne, przekazywato obie te cechy
jako zwigzane, podobnie jak normalny, transformujgcy DNA, wyodreb-
niony z komérek mutanta B.subtilis opornego na oba antybiotyki (patrz
dodatek 1V).

Zarébwno w przypadku D.pneumoniae jak i B.subtilis i H.injluenzae
usitowano wyjasni¢ czy rekombinacja genetyczna wymaga aktywnego
udziatu syntezy DNA w komorce. Synteze te hamowano 5-fluorodezoksy-
urydyng (31), badZ przeniesieniem bakterii do soli fizjologicznej (115) lub,
w przypadku uzycia tymino-zaleznych szczepdw biorcéw, usunieciem ty-
miny z pozywki (9), co jednak nie miato zupetnie wptywu na rekombi-
nacje genetyczng. Inna metoda polegata na hodowaniu w pozywce zawie-
rajgcej 5-bromouracyl zaleznych od tyminy bakterii-biorcow, ktére na-
stepnie przenoszono do pozywki z tyming i transformujacym DNA. Lizaty
komorek, ktére uprzednio pobraty DNA, wirowane w gradiencie gestosci
chlorku cezu wykazywaty transformujgcg aktywnos$¢ rekombinantow
tylko w pasmie ciezkiego DNA; pasmo hybrydowe, zsyntetyzowanego
de novo DNA nie miato nowej aktywnos$ci transformujacej (9). Tylko
ten ostatni rodzaj doswiadczen dostarcza przekonywujgcych dowodow
braku wykrywalnego udziatlu syntezy DNA w rekombinacji. W innych
bowiem dosSwiadczeniach frakcja komoérek kompetentnych nie byta po-
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zbawiona surowcéw do syntezy DNA, majac bogate zasoby nukleotyddw
pochodzacych z degradacji czesci pobranego transformujgcego DNA. Po-
niewaz komorki te stanowity niklg frakcje catej populacji biorcy, odby-
wajgca sie w nich synteza DNA mogta pozostaé niezauwazona.

Dotychczas dane Swiadcza o degradacji tej czeSci pobranego DNA,
ktora nie zostata wigczona do chromosomu. Przypuszcza sie, ze produkty
degradacji sg czeSciowo zuzywane do syntezy nowego DNA w komérce
(11, 60, 80, 107). Mozna doda¢, ze rekombinacja genetyczna odbywa sie
normalnie w warunkach zahamowania syntezy RNA i biatek (49).

Nadzieje na wyjasnienie mechanizmu genetycznej rekombinacji ko-
jarzy sie ostatnio z odkryciem enzymdw biorgcych udziat w ciemnej
reaktywacji DNA naswietlonego promieniami ultrafioletowymi (76, 102,
106) oraz ligazy polinukleotydowej (81, 118). Enzymy reaktywujgce wy-
cinajg oligonukleotydowe fragmenty pojedynczych tancuchow z dwu-
tancuchowych czasteczek DNA, natomiast ligaza #aczy kowalentnymi
wigzaniami krétkie odcinki polinukleotydéw 5’-fosforandw wtedy gdy
tworzag one wodorowe wigzania z komplementarnym tancuchem wyso-
koczasteczkowego polinukleotydu. Zgodnie z dzisiejszymi pogladami ten
rodzaj aktywnos$ci enzymatycznej powinien odgrywaé role katalityczng
przy wigczaniu fragmentow DNA dawcy do chromosomu biorcy.

V. Fenotypowe ujawnienie nowonabytych cech

Transformujacy DNA, ktoéry wnikngt do komérek bakterii, nie moze
by¢ zrodtem informacji dla syntezy biatek przed wigczeniem do genomu
gospodarza, ale i po tym wydarzeniu nie od razu nastepuje ujawnienie
nowych cech. Jedynym wyjatkiem jest natychmiastowe rozpoczecie wy-
twarzania transformowanej amylomaltazy u D.pneumoniae (64). W pozo-
statych, znanych przypadkach fenotypowe wyrazenie nowej cechy odbywa
sie z pewnym opdézZnieniem, niejednakowym dla réznych komorek danej
populacji. Pojawienie sie peinej liczby transformantéw wymaga zwykle
1 do 2-godzinnej inkubacji hodowli po kilku minutowym okresie pobie-
rania DNA. Zatem czas fenotypowego wyrazenia transformacji jest kil-
kakrotnie dtuzszy od czasu trwania jednej generacji bakterii (1, 30, 53, 79,
87, 94). Nasuwa sie pytanie czy komorki transformantéw przestajg sie
dzieli¢ w tym okresie czy tez zmniejszona aktywno$¢ metaboliczna jest
charakterystyczng cechg kompetentnej frakcji hodowli (79). Na razie
mozna tylko powiedzie¢, ze prawdopodobnie oba przypuszczenia s3g
stuszne. Za jednym z nich przemawia obserwacja Nestera (78), ktory
stwierdzit, ze zaréwno transformanty jak i kompetentna frakcja popu-
lacji B.subtilis jest oporna na dziatanie penicyliny; Swiadczy to o zaha-
mowaniu wzrostu, poniewaz antybiotyk ten dziala jedynie na dzielgce
sie bakterie. Drugie przypuszczenie znajduje potwierdzenie w wynikach
badan grupy Canellakisa (58), ktore dowodza, ze stan fizjologiczny
komorek B.subtilis po pobraniu DNA rézni sie od stanu komorek kom-
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petentnych, co wyraza sie zwiekszong opornoscig transformantéw na
dziatanie puromycyny i aktynomycyny D. Wyniki te sg zgodne z zaob-
serwowanym przez Gimlina i wsp. (37) hamowaniem wzrostu popu-
lacji B.subtilis przez transformujacy DNA oraz z ostatnimi doniesienia-
mi Piechowskiej i Shugara (91), z ktérych wynika, ze trans-
formujagcy DNA moze nawet wywota¢ obumarcie czesci kompetentnej
populacji bakterii.

V1. Wystepowanie transformacji w naturze

Z doswiadczen Griffitha (41) wynika, ze jest mozliwe przepro-
wadzenie transformacji in vivo droga podskoérnego lub dootrzewnego
wstrzykniecia zabitego szczepu dawcy i zywego szczepu biorcy. Aus-
trian (3)oraz Ottolenghi i MacLeod (84) uzyskali transforma-
cje rowniez w przypadku wstrzykniecia obu zywych szczepéw — dawcy
i biorcy.

Wielu badaczy stwierdzito nagromadzanie sie DNA w pozywkach, na
ktérych rosty rozne bakterie, jak D.pneumoniae (83), Streptococcus (25),
B.subtilis (27), Neisseria meningitidis (13), Staphylococcus aureus, Pseu-
domonas fluorescens, Alcaligenes jaecalis (14, 15) oraz Micrococcus
halodenitrificans (109). W niektérych przypadkach (13, 27) udowodniono,
ze wydzielone DNA odznacza sie transformujgcg aktywnoscig. Dotych-
czas nie wyjasniono czy zewngatrzkomoérkowe DNA gromadzi sie na skutek
aktywnego wydzielania czy tez obumierania i lizy niektérych komérek
(patrz dodatek V). Wiadomo, ze DNA moze by¢ uwalniany przez komorki
pod wptywem dzialania antybiotykow (51).

Transformacja in vitro zachodzaca we wspolnej hodowli szczepéw
dawcy i biorcy wskazuje na mozliwos¢ wystepowania podobnych pro-
ces6w w naturze. Mogtyby one prowadzi¢ do wytwarzania sie nowych
i niekiedy lepiej przystosowanych do S$rodowiska mikroorganizmow.
Przemawiajg za tym doSwiadczenia Conanta i Sawyera (18),
ktérzy umiescili zywe, stabo wirulentne szczepy biorcy i dawcy D.pneu-
moniae w $rodowisku ich naturalnego wystepowania — w drogach odde-
chowych myszy i otrzymali jako produkt transformacji silnie chorobo-
twaérczy szczep dwoinek zapalenia ptuc.

VII. Zastosowanie transformacji

Transformacja znajduje tak szerokie zastosowanie, ze jej opis
magtby by¢ przedmiotem niejednego artykutu. Nalezy wiec chociaz wy-
mieni¢ dziedziny, ktérym ona stuzy.

Dla genetykéw transformacja stanowi stosunkowo prosty ukiad do
badahn nad rekombinacjg genetyczng wystepujgcg u wszystkich organiz-
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moéw zywych oraz do szczeg6towego mapowania krétkich odcinkdéw chro-
mosomow bakteryjnych (27).

Systematycy traktujg transformacje jako sprawdzian podziatu ro-
dzajéw bakterii na gatunki (72), poniewaz warunkiem jej wystepowania
jest daleko idace podobieAstwo pomiedzy chromosomami dawcy i biorcy.

Fizykochemikom, zajmujacym sie kwasami nukleinowymi, transfor-
macja stuzy do ustalenia zaleznosci miedzy sktadem chemicznym, kon-
figuracjg przestrzenng i wielkoscig a biologiczng aktywnos$cig czaste-
czek DNA.

Dla biologbéw i biochemikdéw, transformacja jest modelowym ukladem
w badaniach nad oddziatywaniem pomiedzy czasteczkami DNA i zywy-
mi komérkami w ich naturalnym $rodowisku. Zainteresowanie tym mo-
delem wzrosto w ostatnich latach na skutek wykrycia rakotworczego
dziatania DNA wiruséw (23, 36, 56, 57) i DNA wyodrebnionego z tkanek
zwierzecych (45, 46, 74) (tak zwana transformacja nowotworowa). O ist-
nieniu wspolnych punktow w uktadach, w ktédrych wystepuje DNA i ko-
morki bakteryjne wzglednie zwierzece $wiadczg niedawne odkrycia
z zakresu transfekcji. Okazato sie mianowicie, ze kompetentne komarki
B.subtilis moga pobra¢ DNA wyodrebniony z wiruséw polyoma wywotu-
jacych nowotwory zwierzece. Pobranie takiego DNA prowadzi do roz-
mnozenia i uwolnienia z bakterii normalnych wiruséw polyoma, zakaz-
nych dla komdrek zwierzecych (8). Jest to jedno z odkryé, ktore przyczy-
niajg sie do uwidocznienia jedno$ci Swiata organizméw zywych.

Autorka dziekuje Miedzynarodowej Organizacji Zdrowia oraz Wellcome Trust
za finansowg pomoc udzielong na badania wtasne, ktérych wyniki sa dyskutowane
w niniejszym przegladzie.
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DODATEK

| Ostatnie autoradiograficzne badania Yavora i Tomasza (Yavor, G T,
Tomasz A, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.,t>0, 1216 (1968), potwierdzity wyniki Youn-
ga dotyczace uktadu transformacji B. subtilis a ponadto dowiodty, ze w niektérych
kompetentnych populacjach D. pneumoniae wszystkie komoérki pobieraja DNA pod-
czas gdy obserwuje sie tylko okoto 109 transformacji.

Il Wedtug pdzniejszych badan Gurneya i Foxa (J. Mol. Biol. 32, 83 (1968))
ciezar czasteczkowy fragmentow DNA dawcy, integrowanych do chromosomu biorcy,
moze by¢ zréznicowany i waha si¢ od mniejszego niz 1X 106 daltonéw do wyzszego
niz 5X106 przy czym s$rednia wartos$¢ jest okreslona na 1,5 do 3X106 daltonow.

Il Po oddaniu niniejszego artykutu do druku ukazata sie szczegétowa publi-
kacja zawierajaca opis cytowanych doswiadczen: F. Guerrin, M. S. Fox, Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S. 59, 429 (1968).

IV Ostatnie badania zespotu prof. Doty (R Rownd, D M Green,
R. Sternglanz, P. Doty, J. Mol. Biol. 32, 369 (1968); C. Mulder, P. Doty,
J. Mol. Biol. 32, 423 (1968)) oraz Chevallier i Bernardi (M R Che-
vallier G. Bernardi, J. Mol. Biol. 32, 437 (1968)) oparte na frakcjonowaniu
DNA poddanego denaturacji cieplnej, $wiadczg o tym, ze zaréwno w przypadku
B. subtilis jak i H. influenzae, DNA w formie pojedynczych tancuchdéw jest pozba-
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wione aktywnos$ci biologicznej. W przypadku B. subtilis udowodniono nawet, ze
brak aktywnos$ci wywotany jest niezdolnos$cia komérek bakteryjnych do pobrania
pojedynczych tancuchéw DNA (R. Rownd i wsp. 1968). Nie wyklucza to moz-
liwosci zachowania biologicznej aktywnosci DNA w przypadku przeksztatcenia
dwutancuchowych czasteczek w pojedyncze tancuchy polidezoksynukleotydowe, kté-
re nastapitoby juz po pobraniu DNA przez bakterie.

\Y Sprawa ta zostata ostatnio wyjasniona w jednym z badanych ukladow a mia-
nowicie w przypadku komdrek B. subtilis wydzielanie DNA do podtoza jest uzalez-
nione od wzrostu populacji i moze by¢ zahamowane przez dodatek chloramfenikolu,
a zatem jest jedng z funkcji zywych komdrek (E. Ephrati-Elizur, Genet.
Res. Camb. 11, 83 (1968)).
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