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INFORMACJA DLA AUTORÓW

P ostępy  Biochemii  publikują artykuły referatow e ze w szystk ich  
dziedzin biochem ii nie drukow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły  
drukowane w  Postępach Biochemii  n ie mogą być bez zgody R edakcji 
publikow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły są honorowane w g usta­
lonych staw ek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając  
pracę. Autora obow iązuje korekta autorska. K oszty zmian tekstu w  ko­
rekcie, poza popraw kam i błędów  drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie m ożność w prowadzenia skrótów  i popra­
w ek nie w pływ ających  na treść pracy.

Forma maszynopisu.  M aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  
nadsyłać w  dwu egzem plarzach. M aszynopis pow inien  być napisany  
jednostronnie, z podw ójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej 
i ok. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej 
stronie należy zam ieścić tylko: im iona (w pełnym  brzm ieniu) i na­
zw iska autorów, ich stopnie i ty tu ły  naukow e w raz z nazw am i p laców ek  
naukow ych, tytu ł pracy w  języku polsk im  i angielskim  oraz om ów ie­
nie tem atu pracy w  języku angielsk im  (najwyżej 5 w ierszy m aszyno­
pisu).

R ozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską a podroz­
d z ia ły — arabską. T ytuły  n ie w ydzielone z tekstu  nie pow inny być nu­
m erowane.

W tekście nie należy zam ieszczać żadnych tablic, rysunków , sche­
m atów  i wzorów. W żądanym  m iejscu należy pozostaw ić w olny w iersz  
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w  n aw ia­
sie — numer odpow iedniego wzoru. W tekście należy odw ołać się do 
num eracji w zoru po słow nym  w ym ienieniu  zw iązku, np.: kw as g lu ta­
m inow y (I).

Pow ołując się na literaturę należy podać w  tekście, w  naw iasie, 
kolejny  numer pozycji w  spisie literatury.

Załączniki do teks tu .  Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tekś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i w yrazam i tytułu pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłów ek opisujący jej treść, jej rubry­
ki pow inny być zaopatrzone w  odpow iedni tytuł.

Fodpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać 
na m aszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem . W fotografiach
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i ,,dół”.

Literatura.  W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
slronach m aszynopisu, w  a^abetycznej kolejności nazw isk autorów.
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P o s t .  B io c h e m .  14, 485—507 (1968).

EUGENIUSZ GĄSIO R *

Niektóre problemy translacji kodu genetycznego 

Some Problems of the Genetic Code Translation

Recent data concerning the transfer step in protein synthesis is  review ed. The 
function  of enzym es engaged in  peptide bond synthesis and ribosom e m ovem ent, 
as w ell as the process of chain in itiation  and term ination are discussed.

W ostatnich latach obserw uje się niezw ykle szybki postęp badań nad 
biosyntezą białka. W litera tu rze  obcej (100, 102, 142), oraz w Postępach 
Biochemii ukazało się wiele przeglądow ych artykułów  om aw iających za­
gadnienia biosyntezy białek (87, 158, 159), kodu genetycznego (87, 158, 
173) oraz s tru k tu ry  i funkcji rybosomów (57, 125). N iniejszy artyku ł s ta ­
nowi omówienie e tapu przeniesienia reszty  aminokwasowej z aminoacylo- 
-tRNA na rybosom y z jednoczesnym  utw orzeniem  wiązania peptydowego.

I. Aminoacylo-tRNA transferazy

Produktem  reakcji aktyw acji am inokwasów jest aminoacylo-tRNA. 
W procesie syntezy białka reszta aminokwasowa tego kom pleksu przeno­
szona jest enzym atycznie na rybosom y i w budow yw ana do tworzącego 
się polipeptydu (61, 68). Bliższe badania w ykazały w każdym  badanym  
dotąd m ateriale  obecność conajm niej dwóch frakcji aktyw nych w reakcji 
„ transf erazowej

F e s s e n d e n  i M o l d a v e  (41, 42) za pomocą frakcjonow ania s ia r­
czanem amonu w yodrębnili z w ątroby szczura dwie frakcje  enzym atycz­
ne: transferarazę  I i II. O trzym ane p repara ty  były bardzo labilne i sto­

* Doc. dr, K atedra M ikrobiologii Ogólnej U niw ersytetu  Marii C urie-Sk łodow - 
skiej w  L ublinie

W ykaz używ anych skrótów: A, C, G, U, T — oznaczają odpow iednie m ononu- 
kleotydy: adenylow y, cytydylow y, guanylow y, urydylow y i tym idylow y, CCA — koń­
cow y fragm ent części akceptorow ej łańcucha sRNA, xp — 5-rybozylouracyl, GM P- 
-PC P — 5-guanylom etylenodw ufosfonian , DEAE  i T E A E — odpow iednio dw u- i trój- 
etyloam inoetylocelu lozy
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486 E. GĄSIOR [2]

sowana procedura izolowania nie dawała pow tarzalnych wyników. 
W 1985 roku G ą s i o r  i M o l d a v e  (49, 50) opisali nową w ydajną m e­
todę w yodrębniania transferaz  względnie stabilnych. W stępnie oczysz­
czone na żelu fosforanow o-w apniow ym  enzym y sączono przez Sephadex  
G-200 uzyskując całkowite rozdzielenie obu czynników enzym atycznych 
i ich kilkudziesięciokrotne oczyszczenie. W 1967 roku K l i n k  i wsp. 
(81, 82) używając chrom atografii na TEAE-celulozie uzyskali również 
dwie transferazy  z w ątroby  szczura a także wołu (czynnik F-I i F-II)
0 własnościach podobnych do preparatów  rozdzielonych na żelu Sepha­
dex  (50). Z doświadczeń S u t t e r a  i wsp. (155, 156) oraz K I  i n k a
1 wsp. (81, 82) wynika, że transefaza II i czynnik F-I są aktyw ow ane 
związkami sulfhydrylow ym i. Związki te praw dopodobnie ak tyw ują 
GTP-azę w ystępującą w prepara tach  tych enzymów. W ątrobowe tran s­
ferazy posiadają n a tu rę  kom plem entarną. K tórykolw iek z enzymów uży­
ty oddzielnie nie katalizuje reakcji przeniesienia am inokwasu do białka.

W latach 1962— 64 otrzym ano (6, 7) dwie transferazy  z retikulocytów  
królika, które oczyszczono częściowo za pomocą adsorbcji na żelu fosfo­
ranow o-w apniow ym  i chrom atografii na DEAE-celulozie. T ransferazy  te: 
TF-1 i TF-2 odpowiadają transferazie I i II w ątroby.

W 1963 roku w pracow ni L i p  m a n n  a (2, 111, 112, 114) wyizolo­
wano z Escherichia coli dwa czynniki białkowe A i B o funkcjach analo­
gicznych do transferaz z tkanek zwierzęcych. Częściowo oczyszczone p re­
paraty  w ykazyw ały na tu rę  kom plem entarną. Niezależnie od własności 
transferazow ych czynnik B w ykazyw ał własności GTP-azy. Czynnik A 
był stabilny, podczas gdy czynnik B ulegał szybkiej inaktyw acji cieplnej. 
W 1966 roku N i s h i z u k a  i L i p m a n n  (117) stosując inną m etodę 
rozdzielania i oczyszczania otrzym ali dwie kom plem entarne frakcje  T 
i G o własnościach podobnych do czynników A i B. Czynnik T okazał się 
jednak bardzo labilny, G natom iast trw ały . Takie odwrócenie stabilności 
preparatów  nasuwało przypuszczenie, że istnieje czynnik labilny w ystę­
pujący w zależności od użytej procedury bądź we frakcji B bądź T. Czyn­
nik ten otrzym ali L u c a s - L e n a r d  i L i p m a n n  (93) z Pseudomo-  
nas fluorescens. F rakcja T na żelu Sephadex  G-200 rozdzielała się na dwa 
aktyw ne czynniki: Ts — stabilny i Tu — niestabilny. W edług tych auto­
rów czynnik A z  E. coli byłby równoważny Ts z P. fluorescens, zaś B — 
czynnikom G i Tu. B aktery jne czynniki katalizujące przeniesienie am ino­
kwasu nazwano czynnikam i polim eryzującym i.

O statnio A y u s o  i H e r e d i a  (8) otrzym ali z częściowo oczyszczo­
nego m ateriału  (64) drożdży dwie, a R i c h t e r  i K l i n k  (133) trzy  
frakcje enzymów przenoszących.

Rola poszczególnych transferaz nie jest dokładnie poznana, jednak  
wiele danych doświadczalnych w skazuje na funkcje pełnione przez nie­
które z nich.
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[3] T R A N S L A C J A  K O D U  GE NETYCZ NE GO 487

II. Synteza wiązania peptydowego
1. W iązanie am inoacylo-tR N A  z rybosom am i

Synteza wiązania peptydowego jest procesem złożonym i obejm uje 
szereg reakcji. P ierw szą z nich jest związanie aminoacylo-tRNA z rybo­
somami. Polega ono na specyficznym  tw orzeniu się par kodon-antykodon 
jak  i na tw orzeniu wiązań niespecyficznych

Proces translacji kodu genetycznego jest zapoczątkowany przez utw o­
rzenie kom plem entarnego połączenia pomiędzy tró jką  zasad (kodonem) 
inform acyjnego RNA (mRNA) związanego z podjednostką 3OS rybosomu, 
a odpowiednim tryp letem  (antykodonem) aminoacylo-tRNA. Zastosowa­
nie przez K h o  r a n ę  i wsp. (80, 146, 147) syntetycznych oligo- i poli- 
rybonukleotydów  o znanym  składzie i sekwencji zasad pozwoliło na p ra ­
wie jednoznaczne określenie poszczególnych trypletów  kodujących am i­
nokwasy. T ryplety  oznaczone techniką sączkową N i r e n b e r g a  i L e ­
d e r a  (115) oraz K h o r a n y  i wsp. (146, 147) zestawiono w tablicy 1. 
Te niezależnie prowadzone badania w ykazały praw ie całkow itą zgodność 
wyników. T a b l i c a  1

Skład trójek kodujących i odpow iadające im am inokw asy

— K o d o n y  n o n se n so w n e , n ie  k o d u ją c e  ża d n eg o  a m in o k w a su .
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G W f l Ala Gli
GUA GCA GAA 1 GGA A
GUG GCG _

O lU
g a g J GG G . G

http://rcin.org.pl



488 E. G Ą SIO R [4]

Reguła kom plem entacji zasad (116, 146, 148) dotyczy jedynie dwóch 
pierwszych zasad kodonu. W edług C r i c k a  (31) możliwość rozpozna­
w ania różniących się trzecią zasadą kodonów przez ten  sam antykodon 
związana jest z tworzeniem  się „nieklasycznych” par zasad. Na przykład  
guanina tworząca „klasyczną” parę  z cytozyną może tw orzyć nieklasycz- 
ne połączenie z uracylem . Podobnie w ystępująca w antykodonach kilku 
akceptorow ych tRNA hipoksantyna tw orzy pary  z uracylem , cytozyną 
i adeniną (tablica 2). O bserw uje się zwykle tró jk i typu: XYU i XYC, 
oraz XYA i XYG, gdzie X i Y oznaczają dowolne zasady purynow e i p i­
rym idynowe. Dla n iektórych aminokwasów istn ieją cztery  try p le ty  sy­
nonimowe różniące się zasadą w pozycji 3 tró jk i kodującej (tablica 2). 
Z badań H o 11 e y ’a i wsp. (69) nad oczyszczonym tRNA ■— akceptorem  
alaniny wynika, że jego antykodon o składzie IGC rozpoznaje kodony: 
GCU, GCC, GCA. Jeśli w tryplecie kodującym  zmieniona będzie p ierw ­
sza zasada, kodon ten  rozpoznawany będzie przez inny tRNA niż w p rzy ­
padku zmiany zasady w trzeciej pozycji (148). Tłumaczyć to może zja­
wisko niejednoznaczności kodu genetycznego, a jednocześnie w yjaśniać 
fak t w ystępow ania w komórce kilku tRNA jako akceptorów  danego am i­
nokwasu.

T a b l i c a  2
Tworzenie par pom iędzy zasadam i kodonu i antykodonu (31) 

zgodnie z hipotezą tolerancji Cricka (w obb le  hypothes is )

Zasady antykodonu Zasady w  3 pozycji kodonu

U A
G

C G

A U

G Uc
u

I c
A

W iązania wodorowe pomiędzy kodonem i antykodonem  nie zapew nia­
ją  trw ałości kom pleksu rybosom y-m RNA-am inoacylo-tRNA. Przenoszący 
kwas rybonukleinow y wiąże się dodatkowo z rybosom am i w sposób n ie­
zależny od mRNA i am inokwasu, niezbędna jest jednak obecność koń­
cowej tró jk i nukleotydów  — CCA (15, 55). Sugeruje się również, że pen- 
tanukleotyd CTI^CG w ystępujący we wszystkich badanych dotąd sRNA 
może uczestniczyć w wiązaniu ich z rybosom am i (142, 183).

W iązanie aminoacylo-tRNA z rybosomami, zarówno specyficzne jak
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[5] T R A N S L A C JA  KODU G ENETYCZNEG O 489

i niespecyficzne, zależy od pierwszo- i drugorzędowej s tru k tu ry  tRNA. 
M odyfikacja aminokwasu uprzednio przyłączonego do sRNA nie w pły­
wa na proces wiązania tego kom pleksu. Na przykład alanina związana 
z tRNA — akceptorem  cysteiny (20), DOPA-tRNA pow stały w w yniku 
u tlen ien ia tyr-tR N A , czy wreszcie mieszane hybrydy  szczawiooctanAsp, 
otrzym ane przez transam inację kwasu asparaginowego związanego z od­
powiednim  tRNA (160), były  przyłączane do rybosomów, a także w bu­
dowyw ane w białko (20). W pracow ni H o 11 e y ’a (69) wyodrębniono 
składający się z 77 nukleotydów  tRNA — akceptor alaniny i oznaczono 
jego sekwencję. Skład nukleotydow y i hipotetyczne modele dwóch 
tRNA — akceptorów alaniny i fenyloalaniny — przedstaw ia rysunek  1. 
Przypuszcza się, że antykodony w różnych tRNA zlokalizowane są 
w pętlach utw orzonych przez zagięcie łańcucha polinukleotydowego. 
W dalszym  ciągu nie są znane centra  w arunkujące reakcje tRNA z syn- 
tetazam i i czynnikam i przenoszącym i aminoacylo-tRNA. Praw dopodobnie 
różnią się one składem  od antykodonu.

YI
\

w —  C-G-C-G

C-U-C-U* ^ G -G -C -G -C

Cx -
G l U-G-U-Cx

<rMł
V
G

./•C-A-C-A-G

/
Ai
Gi
AiC
Ć ArG~Ĝ
‘-G-C-G-A-G^ ^

Diwe OiH \
2,M« OiH U

rA-G-C-U-C-s. _ V

V
V 
*
G
G
G

p i

AI
AI
UIvcI
G
C
X 'c lcI
A

Rys. 1. M odel tRNA A) akceptora alaniny (69), B) akceptora fenyloalan iny (129); 
w  pętlach zaznaczono praw dopodobne antykodony

Poznanie s tru k tu ry  rybosom u, a w szczególności sposobu upakow ania 
kwasów nukleinow ych i białek może ułatw ić w yjaśnienie m echanizm u 
w iązania aminoacylo-tRNA. W ydaje się, że w procesie tym  uczestniczą 
również białka rybosomów, bowiem rybosom y trak tow ane enzym am i 
proteolitycznym i w ykazują m niejszą zdolność w iązania zarówno amino- 
acylo-tRNA jak  i poliU (78,109). Ilość przyłączanego aminoacylo-tRNA 
w skazuje na obecność dwóch m iejsc wiążących na rybosom ie (63, 172).
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490 E. G ĄSIO R [6]

K a j i  i wsp. (79, 157) wykazali, że w preparatach  zdysocjowanych ry ­
bosomów (niskie stężenie jonów Mg2+) tylko jedna cząsteczka amino- 
acylo-tRNA, bądź tRNA wiąże się z podjednostką 30S rybosom u, zaś 
wolna podjednostką 50S nie jest zdolna do wiązania am inoacylo-tRNA. 
P rzy  wyższych stężeniach Mg2,+, po asocjacji podjednostek 30 i 50S na 
rybosom  70S przyłącza się druga cząsteczka aminoacylo-tRNA. Drugie 
miejsce wiążące byłoby zatem  dostępne, czy też odtw arzałoby się do­
piero w wyniku asocjacji podjednostek rybosomowych.

W e t t s t e i n  i N o l l  (180) sugeru ją obecność trzeciego miejsca, 
wiążącego przejściowo deacylow any tRNA, pow stający w w yniku syntezy 
wiązania peptydowego.

Do niedaw na przew ażała opinia, że proces przyłączania am inoacylo- 
-tRNA do rybosomów jest reakcją nieenzym atyczną (15, 28, 151). W ią­
zanie może bowiem zachodzić w niskiej tem peraturze, jak  również 
w obecności oczyszczonych rybosomów, nie zaw ierających enzym ów su- 
perna tan tu  komórkowego (28, 151, 156). Nowsze dane w skazują na 
udział jednego z enzymów przenoszących w reakcji w iązania am inoacylo- 
-tRNA z rybosomami. Funkcję enzym u wiążącego (ang. binding enzym e ) 
spełniają w obecności GTP transferaza TF-1 retikulocytów , jak  również 
transferaza I z w ątroby szczura (72). W badaniach in vitro zaobserwo­
wano, że p repara t enzym u tw orzy kom pleks z am inoacylo-tRNA, a nie 
z wolnym  sRNA (71); deacylowany tRNA nie działa ham ująco na p rzy­
łączenie aminoacylo-tRNA do rybosomów. W skazywałoby to (71, 72), 
że kompleks enzym -am inoacylo-tRN A spełnia istotną funkcję w in te r­
akcji aminoacylo-tRNA z rybosom ami. Choć proces ten jest stym ulow any 
przez GTP nie zaobserwowano hydrolizy tego związku (72). P raw dopo­
dobnie działanie GTP jest niespecyficzne, ponieważ stym ulujący  efekt 
w yw iera również jego analog 5’-guanylo-m etylenodw ufosfonian (GMP- 
-PCP). Na udział transferazy  E.coli i GTP w wiązaniu am inoacylo-tRNA 
z rybosom ami w skazuje szereg badań (3, 58, 59, 130). Okazało się, że 
czynnik T (lub Tu) z E.coli tw orzy kom pleks z am inoacylo-tRNA i GTP, 
które również w tym  przypadku nie ulega hydrolizie jakkolw iek s ty ­
m uluje reakcję wiązania z rybosom ami. Należy dodać, że możliwość 
nieenzym atycznego (72) przyłączania aminoacylo-tRNA do jednego 
z miejsc wiążących na rybosomie b rana  jest w dalszym  ciągu pod uw a­
gę (142).

2. Procesy polim eryzacji

Synteza polipeptydu jest ciągiem naprzem ian po sobie następujących 
reakcji przyłączania am inoacylo-tRNA i tw orzenia kolejnych wiązań pep- 
tydowych. Nukleofilowa grupa -N H 2 aminoacylo-tRNA reaguje z grupą 
estrow ą peptydylo-tRN A  (rysunek 2), w w yniku czego tw orzy się nowe 
wiązanie peptydowe i odszczepia się tRNA przyłączony uprzednio do
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reszty  peptydow ej. Nowopowstały peptyd związany jest zawsze z czą­
steczką tRNA (55), a poprzez tRNA z rybosomem. Zabezpiecza to trwałość 
kom pleksu m RNA -rybosom -peptydylo-tRNA. Translacja inform acyjnego 
RNA rozpoczyna się od 5’ skrajnego nukleotydu i biegnie w kierunku 3’ 
(136, 164). Syntetyzow any polipeptyd narasta  stopniowo od strony N-koń- 
cowego am inokwasu (9, 37, 136).

i tRN An i tRN An łi

H,N-CH-CONH-CH.....C H - C '+ " Ń - ę H - C  = O — -  tRNAn +
2 I | T llv H^ I

R< F?2 Rn O

tRNAr>+i
i

+ H2 N-CH-CONH-CH......CH-CONH-CH-C
i i 1 J  AF?2 Rn Rn+1 ó

Rys. 2. Schem at reakcji syntezy w iązania peptydow ego

O rganizacja przestrzenna i funkcjonow anie układu syntetyzującego 
białko nie są bliżej poznane. Z proponow anych modeli najbardziej p raw ­
dopodobny w ydaje się model translokacji (ang. translocational model) 
zakładający przem ieszczanie się peptydylo-tRN A  z jednego z miejsc 
w iążących na rybosomie na drugie, podczas syntezy wiązania peptydo­
wego (174). Miejsca wiążące tRNA na rybosom ie różnią się między sobą 
funkcjonalnie (12, 102, 119). Jedno z nich jest m iejscem  dla peptydylo- 
-tRNA czyli donatorowym , drugie zaś m iejscem  wiążącym aminoacylo- 
-tRNA, czyli akceptorow ym . Peptydylo-tR N A  znajduje się pierw otnie 
w m iejscu 1 (rysunek 3). Po związaniu w m iejscu 2 aminoacylo-tRNA 
tw orzy się wiązanie peptydow e, w w yniku czego reszta peptydow a prze­
nosi się w miejsce 2. Stąd jest ona przenoszona w reakcji enzym atycznej 
do właściwego dla peptydylo-tRN A  m iejsca 1, co związane jest z prze­
sunięciem  się mRNA o jeden tryp le t przy jednoczesnym  w yparciu deacy- 
lowanego tRNA. Zwolnione miejsce 2 na rybosom ie zajm owane jest na­
stępnie przez am inoacylo-tRNA posiadający kom plem entarną tró jkę za­
sad w stosunku do nowego kodonu i proces syntezy wiązania peptydo­
wego pow tarza się. W procesie tym  uczestniczyłyby zatem  conajm niej 
dw a enzym y: jeden powodujący przemieszczanie peptydylo-tRN A, a jed­
nocześnie przesuw anie się mRNA i drugi syntetyzujący  wiązanie pep­
tydowe.

Translokaza tRNA.  Dla enzym u przem ieszczającego peptydylo-tRN A  
z jednego na drugie miejsce wiążące zaproponowano nazwę translokazy 
tRNA (102, 166). Enzym ten nie jest bliżej scharakteryzow any i w iado­
mości o jego funkcji m ają charak ter fragm entaryczny i w dużej mierze 
spekulatyw ny. »

W edług S c h w e e t a  i H e i n t z a  (142) transferaza  retikulocytów
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TF-1, enzym wiążący am inoacylo-tRNA, bierze udział również w reakcji 
translokacji. W procesie przem ieszczania tRNA na rybosom ach u E.coli 
bierze prawdopodobnie udział czynnik G (118). Enzym ten  m a własności 
GTP-azy, której aktyw ność zależy od rybosomów. W obecności oczysz­
czonych rybosomów i czynnika T zależność pomiędzy ilością rozłożonego 
GTP a ilością pow stałych wiązań peptydow ych jest stechiom etryczna

Rys. 3. C zteroetapow y m odel translokacji

(19, 29). N i s h i z u k a  i L i p m a n n  (118) próbują porównać funkcję 
G TP-azy zależnej od rybosomów do funkcji ATP-azy m ięśniowej. Skurcz 
rybosom u um ożliwiałby usunięcie deacylowanego tRNA i przem ieszcze­
nie się peptydylo-tRN A  pociągające za sobą przesunięcie rybosom u o je ­
den try p le t kodujący. Na związek GTP z funkcją translokazy w skazują 
rów nież badania S e e d s a  i C o n w a y ’a (144), z k tórych wynika, że 
GTP usuw a deacylowany sRNA um ożliw iając tym  sam ym  wędrówkę 
rybosom u wzdłuż nici mRNA. Można przypuszczać, że translokaza u E.coli
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jest kom pleksem  enzymów zaw ierającym  rozpuszczalny składnik G 
i składnik nierozpuszczalny, związany struk tu ra ln ie  lub przejściowo 
z rybosomami. Nie jest wykluczone, że czynnik T uczestniczy również 
w reakcji translokacji (102). Pew ne dane w skazują, że funkcję translo- 
kazy spełnia transferaza II w ątroby  szczura (101).

Dotychczasowe badania, chociaż nie w yjaśniły  m echanizm u działania 
translokazy tRNA, wskazały jednak na funkcję GTP. Dawniejsze suge­
stie  jakoby GTP dostarczał energii do syntezy wiązania peptydowego w y­
da ją  się mało praw dopodobne. AF dla reakcji hydrolizy peptydylo-tRN A  
wynosi bowiem -7 kcal, jest to ilość w ystarczająca dla utw orzenia w ią­
zania peptydowego (74).

Transferaza peptydylowa. W iązanie peptydow e syntetyzow ane jest 
w  obecności enzymu, dla którego proponowano różne nazw y jak: syn- 
te taza  peptydow a (7), polim eraza aminokwasowa i transferaza pep ty­
dylow a (102). Ta ostatnia nazw a jest najbardziej zgodna z zasadami no­
m enk la tu ry  enzymów, jeśli weźmie się pod uwagę, że w czasie syntezy 
tego w iązania następuje przeniesienie reszty  peptydylow ej z peptydylo- 
-tR N A  na aminoacylo-tRNA.

M o n r o  i wsp. (102) w ysuw ają przypuszczenie, że wiązania pep ty ­
dowe są syntetyzow ane przez enzym  związany ze s tru k tu rą  rybosom u 
a  nie enzym  sypernatan tu  komórkowego, na co w skazują obserwacje 
nad wpływ em  purom ycyny na syntezę białek. Purom ycyna na rybosomie 
praw dopodobnie zajm uje m iejsce akceptorow e i jako analog s tru k tu ra ln y  
am inoacylo-tRNA wchodzi w reakcję z peptydylo-tRN A . Deacylowany 
tRNA uw alnia się, a utw orzone połączenie peptydylo-purom ycyna od­
łącza się od rybosomu. Tworzenie się wiązania peptydow ego pomiędzy 
grupą aminową purom ycyny a grupą estrow ą peptydylo-tR N A  jest reak ­
cją  enzym atyczną. W arunkiem  niezbędnym  dla przebiegu reakcji jest 
obecność rybosomów. M o n r o  i wsp. (102) stw ierdzili, że w ielokrotne 
oczyszczanie rybosomów E.coli nie zmniejsza szybkości reakcji purom y­
cyny z resztą peptydow ą co sugeruje, że enzym  związany jest ze s tru k ­
tu rą  rybosomu. Na szyokość reakcji w  m inim alnym  stopniu wpływa 
podjednostka 30S rybosom u, co nasuw a przypuszczenie, że enzym zinte­
grow any jest z podjednostką 50S. Niewrażliwość na inhibitory  grup -SH, 
b rak  ham ującego w pływ u GM P-PCP i inne dane w skazyw ałyby, że enzym  
ten  jest różny od rozpuszczalnych czynników T i G z E.coli. Potw ierdzają 
to w yniki badań R y c h l i k a  (135), k tó ry  stw ierdził, że odszczepienie 
polilizylo-purom ycyny z kom pleksu poliA -rybosom y-polilizyna zachodzi 
w nieobecności supernatan tu  komórkowego, zatem  może być katalizow a­
ne przez enzym  s tru k tu ra ln y  rybosom u.

Na podstawie przytoczonych danych zarysow uje się podział uczestni­
czących w syntezie białka enzymów na rozpuszczalne i mocno związane 
ze s tru k tu rą  rybosom u. Jest rzeczą charak terystyczną że enzym y roz­
puszczalne, a zwłaszcza czynnik G i Tu oraz transferaza  II w ątroby
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szczurzej, in vitro  łatwo łączą się z rybosomami. W przypadku tran sfe - 
razy II w ykazano pow staw anie kompleksu rybosom y-transferaza II-G TP 
(145, 155, 156). U tworzenie takiego kompleksu podczas preinkubacji en­
zymu z rybosom am i znacznie zwiększa początkową szybkość syntezy 
polipeptydu. Podobne w yniki otrzym ał M o s t e l l e r  i wsp. (107).

Nowe św iatło na zagadnienie rozmieszczenia enzymów w rybosom ach 
rzucają badania M a l k i n a  i R i c h a  (95). Traw ienie związanego z ry ­
bosomami polipeptydu wykazało obecność fragm entu  złożonego z 30—35 
aminokwasów, opornego na enzym y proteolityczne: trypsynę, chym o- 
trypsynę, pronazę i papainę. F ragm ent ten jak  sugerują autorzy stanow i 
część syntetyzow anego łańcucha polipeptydowego. Przypuszcza się, że 
oporny fragm en t jest ochraniany przez rybosom, znajdując się pod jego 
powierzchnią. Reakcje związane z syntezą polipeptydu odbywałyby się 
zatem  w ew nątrz  rybosom u, a nie na jego powierzchni. Tworzenie się 
kom pleksów transferaz  z rybosom am i mogłoby być związane z p en e tra ­
cją rozpuszczalnych frakcji enzym atycznych do w nętrza rybosomu, cze­
m u sprzyja jego uwodniona s truk tu ra .

III. Synteza polipeptydów w układach heterologicznych

Heterologiczny układ syntetyzujący  białko zawiera rybosom y i super­
na tan t pochodzące z dwóch różnych źródeł. Obie te kom ponenty (rybo­
somy i supernatan t) można wym ieniać w różnych system ach b a k te ry j­
nych (38, 62, 93, 124), jak  również pomiędzy tkankam i różnych zw ierząt 
(25, 113, 131, 149), roślin i drożdży (124). N ieaktyw nym  układem  jes t 
m ieszanina supernatan tu  bakteryjnego z rybosom am i organizmów w yż­
szych i vice versa (14, 62, 113, 123, 131), co tłum aczy się swoistością ga­
tunkową’ enzymów supernatan tu  komórkowego. Badania przy użyciu 
oczyszczonych transferaz z E.coli i w ątroby szczurzej sugerują, że oba 
enzym y w ykazują swoistość gatunkow ą (52).

Z dotychczasowych obserw acji wynika, że zjawisko swoistości ograni­
czone jest jedynie do tych układów heterologicznych, w których obie 
kom ponenty pochodzą z kom órek zawierających rybosom y o różnych 
stałych sedym entacji (bakterie — 70S i organizm y wyższe — 80S) (124). 
P rzyjęcie m odelu rybosomu jako złożonego kom pleksu rozpuszczalnych 
i s truk tu ra lnych , dopełniających się wzajem nie elem entów, mogłoby tłu ­
maczyć zjaw isko swoistości. W heterologicznym  układzie: w ątroba i E.co­
l i — odpowiadające sobie enzym y przenoszące różniły się znacznie m a­
sami cząsteczkowym i (50), co może wykluczać ich kom plem entarność 
z obcymi rybosom ami. Niewątpliw ie w grę wchodzić mogą również róż­
nice w konform acji poszczególnych enzymów, bądź też pewne właści­
wości sam ych rybosomów. Badania nad swoistością s truk tu ra lnych  białek
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obu podjednostek rybosom ów mogą przyczynić się do bliższej charak te­
ry sty k i zjaw iska specyficzności enzymów rozpuszczalnych (36, 70, 91).

N ależy podkreślić m inim alną swoistość am inoacylo-tRNA (czy też 
je j całkow ity brak) w om aw ianej reakcji (51, 161).

IV. Zastosowanie antybiotyków w badaniach nad mechanizmem
biosyntezy białka

Liczne antybiotyki ham ują syntezę białka. Miejscem ich działania 
je s t etap przeniesienia am inokw asu z aminoacylo-tRNA do białka, jak ­
kolw iek m echanizm  działania poszczególnych związków jest różny. Ta 
w łaśnie odmienność działania antybiotyków  umożliwia bliższą charak te­
ry stykę  niektórych reakcji zachodzących w końcowej fazie procesów 
biosyntezy.

1. H am ow anie w iązania am inoacylo-tR N A  z rybosom am i

A ntybiotyki z grupy te tracyk lin  ham ują proces przyłączania am ino­
acylo-tRNA do kom pleksu m RNA-rybosomy (22, 66, 153) co można t łu ­
maczyć ich konkurencją z am inoacylo-tRNA o miejsce na rybosomie (99). 
W edług S u a r e z a  i N a t h a n s a  (153) stopień zaham owania nigdy 
nie przekracza 50%, mogłoby to wskazywać, że tylko jedno miejsce w ią­
żące rybosom u jest blokowane. T etracykliny  wiążą się zarówno z podjed- 
nostką 30S jak  i 50S (34). Również antybiotyk edeina ham uje tę reakcję 
(67, 86), jakkolw iek w nieco odm ienny sposób.

2. H am ow anie syntezy w iązania peptydow ego

W iele antybiotyków , a wśród nich purom ycyna, gugerotyna, chlo­
ram fenikol i aktydion, ham uje proces syntezy w iązania peptydowego.

P urom ycyna i gugerotyna. Oba antybiotyki w ykazują podobieństwo 
s tru k tu ra ln e  do aminoacylo-tRNA. W przeciw ieństw ie jednak  do puro- 
m ycyny gugerotyna nie uw alnia polipeptydów  z rybosomów, a naw et 
ham uje działanie purom ycyny (18, 22). G ugerotyna działa praw do­
podobnie na reakcję syntezy w iązania peptydowego (18, 22). M echanizm 
działania purom ycyny omówiono poprzednio.

Chloramfenikol. M echanizm działania chloram fenikolu na syntezę 
białek mimo wielu badań nie został ostatecznie poznany. Ponieważ chlo­
ram fenikol ham uje uw alnianie peptydów  przez purom ycynę (166) m iejs­
cem jego działania jest praw dopodobnie reakcja syntezy wiązania pep ty ­
dowego, a nie przyłączanie mRNA jak sugerow ano wcześniej (22, 73, 
178). J u l i a n  (76) oraz W e b e r  i D e  M o s s  (175) stw ierdzili, że 
w obecności chloram fenikolu syntetyzow ane są jedynie krótkie peptydy.
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C hloram fenikol wiąże się z podjednostką 50S bak tery jnych  rybosom ów. 
C o u t s o g e o r g o p u l o s  (30) postuluje, że ze względu na podobień­
stwo s tru k tu ra ln e  chloram fenikolu do antybiotyków  nukleozydow ych 
(gugerotyna) może on konkurow ać jako analog s tru k tu ra ln y  am inoacylo- 
-tRNA o m iejsce wiążące na rybosomie. Przypuszcza się, że chloram fe-' 
nikol b lokuje miejsce peptydow e (104), a także ham uje reakcję  k a ta li­
zowaną przez transferazę peptydylow ą (32). Stopień zaham ow ania syn te ­
zy b iałka zależy od rodzaju polinuldeotydu użytego jako mRNA (85). 
Może to być związane z dostępnością, lub zmianą w ukształtow aniu  m iej­
sca wiążącego na rybosom ie, zależnie od dodanego polinukleotydu.

W m ateria le  zwierzęcym  chloram fenikol nie ham uje syntezy białka 
w  stężeniach, które ham ują syntezę u bakterii. Jest rzeczą in teresu jącą, 
że procesy związane z syntezą im m unoglobulin są w rażliw e na ten  an ty ­
biotyk (179).

A ktyd ion .  A ntybiotyk ten  i inne związki należące do g rupy an tybio­
tyków  glutarim idow ych ham ują syntezę białek w tkankach  zwierzęcych 
i drożdżach, nie działają natom iast na bakterie . Działanie aktydionu p rzy ­
pom ina pod pew nym i względam i działanie chloram fenikolu: syntetyzo­
wane są jedynie krótkie peptydy, a uw alnianie peptydów  z rybosom ów 
przez purom ycynę jest ham ow ane (40, 181). Działanie ak tydionu od in­
nych antybiotyków  w yróżnia jego zdolność do zapobiegania odszczepia- 
niu się rybosom ów z polirybosom alnego kom pleksu (22, 56, 181). F ak t 
ten  może ułatw ić zrozum ienie m echanizm u pow staw ania i rozpadu poli- 
rybosom ów. M echanizm działania aktydionu nie jest całkowicie w yjaś­
niony, nie rozstrzygnięto m iędzy innym i czy m iejscem  działania tego 
an tyb io tyku  są rybosomy, czy też enzym y superna tan tu  kom órkow e­
go (40).

3. A n tyb iotyk i zm ieniające w łasn ości kodujące kom pleksu m R N A -rybosom y

Streptom ycyna, neom ycyna i inne antybiotyki am inonukleozydowe 
pow odują błędne odczytanie mRNA. S treptom ycyna wiąże się z podjed­
nostką 30S rybosom u w yw ołując ze względu na swój polikationow y 
charak te r pew ne zm iany konform acyjne rybosom u, zm ieniające w zajem ­
ne in terakcje  rybosomów, mRNA i aminoacylo-tRNA. W ynikiem  tego 
jest błędne rozpoznanie i odczytanie kodonów (35, 60, 141) i synteza 
polipeptydu o zmienionym  składzie i sekwencji am inokwasów. Błędy 
w odczytyw aniu kodu wyw ołane przez streptom ycynę m ożna rozpoznać 
badając proces w iązania am inoacylo-tRNA przez rybosom y w  obecności 
różnych polirybonukleotydów . P e s t k a ,  M a r s h a l l  i N i r e n -  
b e r g  (127) zaobserwowali, że w obecności poli U strep tom ycyna s ty ­
m uluje w iązanie izoleucylo-tRNA przez układ poli U-rybosom y. Efekt 
jej działania zależy od długości łańcucha polinukleotydow ego, stężenia 
jonów m agnezu oraz od rodzaju  p repara tu  rybosomów. P e s t k a  (128)
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stw ierdził bowiem, że w pływ  streptom ycyny na wiązanie pew nych am i­
noacylo-tRNA przez m atrycę poliU-reasocjow ane rybosom y, jest zupeł­
nie inny niż w przypadku rybosom ów nie poddawanych dysocjacji i rea- 
socjacji. K a j i  i K a j i  (77), oraz K n i p p e n b e r g  i wsp. (83) w y­
kazali, że streptom ycyna może hamować lub stym ulować w iązanie i in ­
korporację poszczególnych aminoacylo-tRNA i aminokwasów w układach 
kierow anych przez poliU lub w irusow y RNA (84), w zależności od stężeń 
poszczególnych składników m ieszaniny inkubacyjnej. Nie stw ierdzono, 
aby streptom ycyna ham ow ała łączenie się poliU, czy innego polirybo- 
nukleotydu z rybosom ami. Bliższa charak terystyka  działania s trep to ­
m ycyny i neom ycyny w ym aga poznania s tru k tu ry  rybosomów.

V. Zapoczątkowanie i zakończanie syntezy łańcucha polipeptydowego

Rozpoczęcie syntezy polipeptydu związane jest z utw orzeniem  połą­
czenia inform acyjnego RNA z rybosom am i. Z doświadczeń in vitro w ia­
domo, że proces ten  zależy od odpowiedniego i raczej wysokiego stężenia 
jonów m agnezu i w łasności użytego polinukleotydu (162). Polirybonukleo- 
tydy o w yraźnej struk tu rze  drugorzędow ej wiążą się z rybosom am i tru d ­
niej niż polinukleotydy jednoniciowe. Praw dopodobnie mRNA wiązany 
jest z RNA podjednostki 30S rybosom u poprzez m ostki magnezowe łą ­
czące ujem nie naładow ane grupy fosforanowe obu kwasów (44). Rola 
białka rybosom u w  u trzym aniu  odpowiedniej konform acji rRNA jest 
n iew ątpliw a (33). Bliżej nie w yjaśniony w pływ  na proces w iązania n a tu ­
ralnego mRNA in vitro  w yw iera sRNA (126).

Doświadczenia N o m u r y  i wsp. (120, 121) i innych autorów  (39, 75, 
96, 97, 143) w skazują na isto tną rolę podjednostki 30S w tw orzeniu 
kom pleksu 30S mRNA, do którego następnie przyłącza się in icju jący 
syntezę polipeptydu czynnik — N -form ylom etionylo-tRN A  i podjednost- 
ka 50S. Dane te poparte są obserw acjam i, że in vivo  w kom órce E.coli 
nie w ystępują  wolne rybosom y, ale ich podjednostki lub polirybosom y 
(143). Przypuszcza się, że z chw ilą ukończenia syntezy łańcucha polipep­
tydowego polirybosom y rozpadają się na podjednostki zdolne do ponow­
nego łączenia się z mRNA i tw orzenia polirybosomów (96, 120). W syn­
tetyzującej białko komórce zachodziłoby nieprzerw ane krążenie pod­
jednostek rybosom owych pomiędzy pulą wolnych podjednostek a poli- 
rybosom ami.

Na podstaw ie wielu obserw acji nad wiązaniem  in vitro  natu ra lnych  
mRNA z rybosom am i sądzi się, że w procesie tym  bierze udział bliżej 
nieokreślony czynnik białkowy (38, 108, 132). Nie wiadomo czy tw orzenie 
kom pleksu podjednostką 30S-mRNA jest również reakcją enzym atyczną. 
Bez w zględu na m echanizm  tw orzenia się takiego kom pleksu w ydaje się,
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że przyłączanie podjednostki 30S rybosom u do naturalnego mRNA m usi 
być na ty le  specyficzne, żeby zagw arantow ać rozpoznanie kodonu s ta r ­
towego, wyznaczającego m iejsce dla pierwszego aminokwasu w łańcuchu 
białkowym .

1. N -form ylom etionylo-tR N A  i jego funkcja. Kodony startow e

Podstaw ą poszukiwań kodonu startow ego i badań nad m echanizm em  
zapoczątkow ywania procesu translacji były doniesienia W a 11 e r a (170) 
w skazujące na m etioninę jako główny N-końcowy am inokwas w b iał­
kach E.coli. M a r c k e r o w i  i S a n g e r o w i  (98) udało się w yod­
rębnić kom pleks N-form ylom etionylo-tRN A , k tóry  w doświadczeniach 
in vitro  (23, 176) przenosił N -form ylom etioninę do białka jako am ino­
kwas IV-końcowy. Rolę N -form ylom etionylo-tRN A  jako „in icjatora” syn­
tezy polipeptydów  u drobnoustrojów  w krótce potw ierdziły badania nad 
syntezą kierow aną natu ra lnym i (1, 16, 23, 84, 176), oraz wieloma syn te­
tycznym i polirybonukleotydam i (24, 54, 89, 110, 137, 152, 154). We 
w szystkich przypadkach końcowym aminokwasem  była N -form ylom e- 
tionina.

Z E.coli wyizolowano dwa różne tRNA — akceptory m etioniny (23): 
tR N A F tw orzący kompleks m etionylo-tR N A F, w którym  m etionina ulega 
form ylacji w obecności kwasu N 10-tetrahydrofoliow ego i odpowiedniej, 
wyizolowanej ostatnio, transform ylazy (36) oraz tRNAM tw orzący kom ­
pleks z m etioniną, nie ulegający form ylow aniu. T ransform ylaza m etiony- 
lo-tRN A F rozpoznaje jedynie kom ponentę nukleinow ą kom pleksu, a nie 
am inokwas (169). Specyficzność tRNAp uwidocznia się również w reakcji 
jego przyłączania do odpowiedniego kodonu mRNA, uzależnionej tylko 
w m inim alnym  stopniu od aminokwasu. Kodonem startow ym , od którego 
rozpoczyna się proces translacji kodu jest tryp le t AUG(24, 154), może 
nim być rów nież GUG i GUA (54). Te bowiem kodony w ykazują zdolność 
do w iązania N-form ylom etionylo-tRNAp a także m etionylo-tR N A F.

Kodon startow y znajduje się na końcu lub w pobliżu końcowego 5’ 
nukleotydu RNA inform acyjnego. S u n d a r a j a n  i T h a c h  (154) 
stw ierdzili, że syntetyczny pentanukleotyd ApApApUpG stym uluje p rzy­
łączanie metionylo-tRNAp, a nie lizylo-tRNA mimo, że pierwsza tró jka 
AAA koduje lizynę. Natom iast pentanukleotyd ApApApCpG, nie zawie­
rający  kodonu startow ego, wiąże lizylo-tRNA. Sugeruje to, że poza fu n k ­
cją wiążącą, kodon AUG spełnia również rolę selektora fazy w procesie 
translac ji kodu genetycznego (89, 154). W w ielocistronowych mRNA ko­
don s ta rtow y  może stać na początku poszczególnych cistronów. Umożli­
wia to przyłączanie rybosomów w m iejscach startow ych i jednoczesną 
syntezę w ielu białek zaprogram ow anych przez w ielocistronowy inform a­
cyjny kwas rybonukleinow y (182). Zakłada się jednocześnie, że kodon 
startow y nowego cistronu powinien być poprzedzony przez try p le t non­
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sensowny, nie wiążący żadnego aminoacylo-tRNA. Tylko w takich w a­
runkach bowiem AUG może być odczytyw any w pozycji w ew nętrznej 
przez inicjator N -form ylom etionylo-tR N A F (47). AUG nie poprzedzony 
tryp le tem  nonsensownym  i znajdujący się w ew nątrz łańcucha polinu- 
kleotydowego, odczytyw any jest przez m etionylo-tRNAM.

Reakcja zapoczątkow ująca proces translacji jest stym ulow ana przez 
dwa czynniki enzym atyczne fi i f2 w yodrębnione w pracow ni O c h o a 
(137, 152) z rybosomów E.coli. Obie frakcje enzym atyczne różnią się od 
dotychczas wyizolowanych enzymów biorących udział w syntezie białek, 
a ich funkcja nie jest związana z form ylacją m etioniny. Przyspieszają 
one znacznie proces wiązania in icjatora z kodonem AUG, szczególnie 
w yraźnie przy niskich stężeniach jonów magnezu (poniżej 10 mM) (94, 
138). Należy podkreślić, że fi i f2 nie w pływ ają na wiązanie m etionylo- 
-tRNA.M ani innego am inoacylo-tRNA (137). P rzy  niskich stężeniach 
Mg2+ obok czynników enzym atycznych stym ulujący w pływ  na w iąza­
nie N-form ylom etionylo-tRNA w yw iera również GTP (4, 5, 90, 122). 
GM P-PCP może zastępować GTP w tej reakcji, co dowodzi, że s tym ulu ­
jącem u działaniu nie tow arzyszy hydroliza do GDP i ortofosforanu, 
a funkcja GTP w wiązaniu in icjatora nie jest skojarzona z jego późniejszą 
hydrolizą (5).*

W pływ stężenia jonów m agnezowych i rodzaj użytego mRNA na 
procesy translacji w arto  bliżej omówić. K o l a k o f s k y  i N a k a m o t o  
(84) wykazali, że w obecności dużych stężeń Mg2+ (powyżej 20 mM) 
i użytych jako mRNA syntetycznych polinukleotydów am inoacylo-tRNA 
może zapoczątkować syntezę polipeptydu. Natom iast przy  niskich stęże­
niach jonów magnezu i w podwyższonej tem peraturze synteza polipepty­
du zależna jest od obecności IV-formylometionylo-tRNA lub peptydylo- 
-tRNA. W obecności natu ra lnych  mRNA bez względu na stężenie M g2+ 
potrzebny jest zawsze inicjator.

N-form ylom etionylo-tRNAp a także N-acetylom etionylo-tRNAp wiążą 
się prawdopodobnie w m iejscu peptydow ym  rybosom u, bowiem po do­
daniu do układu purom ycyny pow stają odpowiednie dw upeptydy (12, 
184).

In vivo ]V-formylometionylo-tRNAF jest jedynym  dotychczas w ykry ­
tym  czynnikiem  inicjującym  u bakterii. Form ylacja m etioniny upodob­
nia powstały kompleks do peptydylo-tRN A . Umiejscowienie go w m iejscu 
peptydow ym  rybosomu i zajęcie m iejsca aminokwasowego przez odpo­
wiedni aminoacylo-tRNA prowadzi do utw orzenia pierwszego wiązania 
peptydowego.

Rola reakcji form ylacji m etionylo-tR N A F sprow adza się praw dopo­
dobnie do usunięcia dodatniego ładunku grupy NH+3 am inokwasu. W y­
kazano bowiem, że inne pochodne aminokwasowe na przykład AT-acetylo- 
-fenyloalanylo-tR N A  mogą in vitro  pełnić również funkcję inicjatora 
syntezy polifenyloalaniny w obecności jonów m agnezu w niskich stęże-

2 Postc.py B io ch em ii
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niach (94). Podobną rolę spełnia peptydylo-tRN A  (84). M etionylo-tRNAM 
umieszcza się prawdopodobnie w m iejscu am inokwasowym  rybosom u, 
gdyż nie jest w rażliw y na purom ycynę (12).

W ielokrotnie wykazano, że do syntezy pierwszego wiązania peptydo- 
wego niezbędne są GTP i enzym y supernatan tu  (65, 94, 165). W opar­
ciu o hipotezę M o n r o  (102) i model translokacji Z a m i r ,  L e d e r  
i E l s o n  (184), oraz M o n r o  (103) przypuszczają, że rola GTP w tej 
reakcji związana jest z enzym atycznym  przeniesieniem  inicjatora do 
właściwego miejsca peptydowego na rybosomie. Podkreślają  oni jedno­
cześnie, że syntezę pierwszego wiązania peptydowego katalizuje tran s- 
feraza peptydylow a rybosomów w nieobecności źródła energii i roz­
puszczalnych enzymów. Spraw dzenie słuszności tej koncepcji wym aga 
dalszych badań.

In  vivo powstałe białko nie zawiera N -form ylom etioniny. Poza b iał­
kam i E.coli i n iektórych innych bakterii również rzadko spotyka się m e­
tioninę w N-końcowej pozycji w białkach. Świadczy to, że reszta form y- 
lowa lub form ylo-m etionina są odszczepiane przez kom órkowe peptydazy 
i am inohydrolazę form ylom etioniny (43), być może jeszcze przed odłącze­
niem  polipeptydu od rybosom u (1). Należy podkreślić, że poza retiku lo- 
cytam i (119) nie stw ierdzono tw orzenia się N-form ylom etionylo-tRN A  
w kom órkach zwierzęcych.

2. K odony nonsensow ne. Zakończanie syn tezy  łańcucha białkow ego

Podobnie jak  inicjacja tak  i zakończanie syntezy łańcucha polipepty- 
dowego i jego uw alnianie z rybosomów zależy od składu i sekwencji 
pewnych trypletów  mRNA, które nie mogą być odczytyw ane przez czą­
steczki aminoacylo-tRNA. Są to tak  zwane kodony „nonsensow ne” . Na 
podstaw ie teoretycznych przesłanek można wnosić, że kodon nonsen­
sowny powinien znajdować się przy 3’ końcu jednocistronowego RNA, 
albo poprzedzać początek poszczególnych cistronów  w wielocistronowym  
RNA.

Z doświadczeń nad syntezą polipeptydów  kierow aną przez różne syn­
tetyczne polirybonukleotydy wynika, że uw alnianie utworzonego poli­
peptydu związane jest z obecnością kodonów zaw ierających w swoim 
składzie adeninę i uracyl (88, 163). T a k a n a m i  i Y a n  (163) w yka­
zali, że poliU i poliUC nie m ają zdolności uw alniania zsyntetyzowanego 
w ich obecności polipeptydu, podczas gdy polim ery zaw ierające w swojej 
cząsteczce A, U i I um ożliw iają odszczepienie. Dalszych dowodów na 
funkcję nonsensow nych kodonów dostarczyły badania B r e n n e r a  
i wsp. (10, 140) nad m utantam i faga T4. W ynikiem  m utacji typu „amber” 
i „ochrę” było utw orzenie się kodonów nonsensow nych w ew nątrz łańcu­
cha polinukleotydowego, co prowadziło do syntezy niekom pletnych łań ­
cuchów białkowych główki bakteriofaga. T ranslacja odpowiedniego ci-
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stronu  kończyła się w m iejscu zm utowanym , zaw ierającym  nonsensow­
ny kodon.

Kodony nonsensowne mogą być odczytywane, jeśli zachodzi równo­
czesna m utacja supresorow a. Dotyczy ona w ogólności zmian prow adzą­
cych w końcowym efekcie do m odyfikacji niektórych rodzajów tRNA. 
Zm odyfikowany praw dopodobnie w antykodonie tRNA zdolny jest do 
odczytyw ania nonsensownego try p le tu  i podstaw ienia w łańcuchu poli- 
peptydow ym  am inokw asu w m iejscu zm utowanym . W m utacji typu 
„amber” w w yniku supresji na m iejsce glutam iny (CAG) czy tryp to fanu  
(UGG) podstaw iana jes t seryna (kodon UCG). Analiza składu trypletów  
wykazała, że nonsensow nym  kodonem  m utacji „amber” jest UAG (10, 
177), a m utacji „ochrę” — UAA (10,46). O statnie badania (11) w skazują 
na try p le t UGA jako trzeci nonsensow ny kodon. Poza m utantam i bak te­
riofagów tryp le ty  UAG i UAA w ystępują u m utantów  E.coli syn tetyzu­
jących niekom pletną fosfatazę alkaliczną (46, 48, 177). Kodony nonsen­
sowne in vitro  rów nież nie wiążą tRNA (115, 146, 165).

Niewiele jest danych na tem at funkcjonow ania tych trypletów  w bio­
syntezie kom pletnych białek in vivo. Przypuszcza się, że głównie UAA 
odpowiedzialny jest za zakończanie syntezy polipeptydu (88). U w alnianie 
cząsteczki białkowej z rybosom u katalizow ane jest prawdopodobnie przez 
enzym  uw alniający (ang. release factor) (17).

VI. Uwagi końcowe

Dalszy rozwój badań nad biosytezą białek, a przede w szystkim  w y­
jaśnienie m echanizm u działania i funkcji enzymów nie są możliwe bez 
dokładnego poznania s tru k tu ry  rybosomów. Badania koncentru ją  się do­
tychczas głównie na charak terystyce białek rybosomów, sposobie ich upa­
kowania w rybosom ie i funkcji w  procesie syntezy białek cytoplazm a- 
tycznych. Ten k ierunek  badań uzasadniają liczne obserw acje wskazujące, 
że białko rybosom ów uczestniczy bezpośrednio, lub w pływ a pośrednio na 
wiele reakcji etapu translac ji kodu genetycznego. N iektóre w yniki badań 
w arte  są krótkiego omówienia.

Białko rybosom u, stanow iące około 40% jego masy, w ykazuje ude­
rzającą heterogenność. Przez bezpośrednią ekstrakcję, a następnie roz­
dział elektrofoteryczny na żelu akryloam idow ym , lub chrom atografię na 
karboksylom etylo-celulozie, rozdzielono je na 20—30 różnych frakcji 
(53, 92, 105, 106, 167, 171), przedstaw iających, jak  się wydaje, indy­
w idualne białka (17). Cechą charakterystyczną białek rybosomów jest 
ich niew ielka masa cząsteczkowa, wynosząca średnio 25 000 oraz w łas­
ności zasadowe. Z rybosom ów E. coli w yodrębniono (106) kw aśną kom ­
ponentę, zwaną białkiem  A, stanow iącą około 5°/o całkow itej ilości białka 
rybosomów. Nie wiadomo czy białko kwaśne w ystępuje w rybosom ach
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innych bakterii, nie zaw ierają go rybosom y zwierzęce (92). Część białek 
zasadowych rybosomów bak terii różni się od analogicznych białek ssa­
ków, co może sugerować odmienność funkcji i decydować o specyficz­
ności białek struk tu ra lnych  rybosomu.

Specjalną technikę badań nad s tru k tu rą  rybosomów i funkcją  białek 
stosują S p i r i n  i wsp. (91, 150) oraz H o s o k a w a  i wsp. (70). 
W obecności dużych stężeń chlorku cezu od rybosomów odszczepia się 
znaczna część białek struk tu ra lnych , z k tórych następnie w odpowied­
nich w arunkach można rekonstruow ać rybosom y. Rekonstruow ane cząst­
ki w ykazują znaczną aktyw ność w reakcji wbudow yw ania am inokwasów 
pod w arunkiem , że podjednostki 50S i 30S  są zrekonstruow ane z w łaści­
wych im białek.

Badania fizykochem iczne w ykazują, że rRNA znajduje się na po­
wierzchni rybosom u (44, 139). W tw orzeniu kom pleksu rRN A -białko (21) 
nie uczestniczą praw dopodobnie am inokwasy zasadowe białek rybosom u. 
Jak  sugeruje F u  r a n  o i wsp. (44) białko ,,okryw ałoby jedynie zasady 
nukleotydów  rRNA, k tórych  reszty  cukrow e i fosforanow e znajdow a­
łyby się na powierzchni rybosomu.

W ostatnich latach w ykry to  i częściowo scharakteryzow ano nowy ro ­
dzaj związanego z rybosom am i RNA o stałej sedym entacji 5S (13, 26, 45, 
134). Różni się on składem  nukleotydow ym  od tRNA (4S RNA) i nie ma 
własności akceptorow ych dla aminokwasów. Jego masę cząsteczkową 
określono na około 51 000 (27). W ystępuje on zarówno w rybosom ach 
drobnoustrojów  jak  i w rybosom ach tkanek  zwierzęcych (13, 45). Funkcja 
tego polinukleotydu jest przedm iotem  wielu badań.

Przedstaw ione dane w skazują na nowy k ierunek badań, isto tny dla 
zrozum ienia funkcji rybosomów jak i wielu reakcji sprzężonych z rybo­
somami, stw arzający niew ątpliw ie nowe perspektyw y dla dalszych ba­
dań nad biosyntezą białka.
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B A R B A R A  G R ZE LA K Ó W  S K A - SZT ABERT *

N-formylometionylo-tRNA jako inicjator syntezy łańcucha 
polipeptydowego

N -form ylm eth ionyl-tR N A  as in itiatior of polypeptide chain synthesis

The biosynthesis and properties of N -form ylm eth ionyl-tR N A  as w e ll as its role  
in the in itiating of polypeptide chain synthesis are discussed.

Synteza łańcucha peptydowego odbywa się na rybosom ach podczas 
wzajem nego oddziaływania inform acyjnego RNA i aminoacylo-tRNA 
w obecności enzymów zaw artych w rozpuszczalnej frakcji białek kom ór­
kowych, GTP oraz jedno- i dw uw artościow ych kationów. W łaściwe od­
czytanie inform acji genetycznej o sekw encji i ilości am inokwasów w łań ­
cuchu w ym aga precyzyjnie działającego m echanizm u zapoczątkow ujące­
go syntezę. Konieczne są tak  zwane „znaki przestankow e”, czyli sygnały 
mówiące o początku i końcu łańcucha polipeptydowego.

Rozpoznanie właściwego am inoacylo-tRNA ma m iejsce na podjednost- 
ce 30S rybosom u, w w yniku in terakcji kodonu zaw artego w cząsteczce 
mRNA z antykodonem  w cząsteczce tRNA (rysunek 1).

Rys. 1. Interakcja rybosom u, m RNA i tR NA  podczas b iosyntezy białek (10).

* Dr, Zakład B iochem ii Instytutu  B iologii D ośw iadczalnej PA N  im . M. N en ck ie­
go, W arszawa.

W ykaz używ anych skrótów: 
f  10FH 4 — f orm ylotetrahydrof olan  
G M P-PC P—5’-guanylo-m ety lenodw ufosfon ian
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Adenozynowy koniec tRNA związanego z cząsteczką am inokw asu łą ­
czy się z tak  zwanym  receptorow ym  m iejscem  podjednostki 305 ryboso- 
mu, podczas gdy analogiczny fragm ent tRNA, niosący grupę peptydylo- 
wą, wiąże się z donatorow ym  m iejscem  na podjednostce 50S rybosom u 
(11, 64). Podczas w ydłużania łańcucha polipeptydowego następuje p rze­
niesienie grupy peptydylow ej, połączonej jeszcze z tRNA, na am inoacyl- 
-tRNA. W iązanie peptydow e tw orzy się w w yniku kondensacji g ru - 
py-N H 2 aminoacylo-tRNA z grupą karboksylow ą polipeptydu. Procesow i 
tem u towarzyszy rozszczepienie jednej cząsteczki GTP (74).

Z a m i r  i L e d e r  (105) przypuszczali, że w procesach przenoszenia 
grupy peptydylow ej uczestniczy enzym  związany z podjednostką 505 
rybosom u. M o n r o i wsp. (63, 64) stw ierdzili, że istotnie transferaza  
polipeptydylow a jest związana z podjednostką 50S' rybosom u w pozycji 
um ożliw iającej kontakt z obydwoma rodzajam i tRNA.

Po utw orzeniu w iązania peptydowego uw alnia się tRNA połączony 
dotąd z fragm entem  peptydylow ym , a wydłużony o jeden am inokwas 
peptydylo-tRN A  przerzuca się na m iejsce donatorowe z jednoczesnym  
przesunięciem  wzdłuż mRNA. W ten sposób na rybosomie zwalnia się 
miejsce receptorow e na przyjęcie nowego aminoacylo-tRNA. Synteza 
polipeptydu przebiega do m om entu pojaw ienia się w łańcuchu mRNA 
sygnału inform ującego o zakończeniu łańcucha (32, 43, 44, 100).

Synteza łańcucha polipeptydowego rozpoczyna się wówczas, gdy na 
rybosom ie znajdują się: fragm ent mRNA zaw ierający kodon in icju jący 
i przynajm niej dwa ułożone obok siebie aminoacylo-tRNA. Zdaniem  
N a k a m o t o  i K o l a k o f s k y ’ e g o  (68) praw idłow e rozpoczęcie syn­
tezy łańcucha polipeptydowego zależy przede w szystkim  od usy tuow a­
nia dwóch aminoacylo-tRNA na rybosomie, w m niejszym  zaś stopniu od 
specyficznego wiązania rybosom u z mRNA.

P rzy  założeniu, że pierwsze wiązanie peptydow e w łańcuchu polipep- 
tydow ym  powstaje w ten  sam sposób co wiązanie w ew nątrz łańcucha, 
w yłania się spraw a substratow ej specyficzności transferazy  polipeptydy- 
lowej (76). T ransferaza ta  działająca przy w ydłużaniu łańcucha polipep­
tydowego, rozpoznaje bowiem nienaładow aną (obojętną) grupę amidową 
peptydylo-tRN A , zaś przy inicjow aniu syntezy tego łańcucha substra ta- 
mi jej są dwa aminoacylo-tRNA z naładow anym i grupam i-N H 3+. Teore­
tycznie zmodyfikowanie grupy-N H 3+ jednego z aminoacylo-tRNA, upo­
dobniające go do peptydylo-tRN A , mogłoby ułatw ić rozpoznanie tego 
związku przez transferazę (76). Tego typu  pochodna am inoacylo-tRNA 
pow innaby być kodowana przez specjalny, inicjujący kodon. W ykrycie 
N -form ylo-m etionylo-tRN A  w E. coli (61) upraw dopodobniło taką hipo­
tezę.

Stwierdzono, że w białkach E. coli grupy aminowe m etioniny stano­
wią praw ie połowę ilości grup N-końcowych (102), a co więcej, że białka 
otoczki niektórych fagów, syntetyzow ane in vitro  w ekstrak tach  bezko-
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m órkowych E. coli pod w pływem  RNA z fagów M l7 i f2, zaw ierają for- 
m ylom etioninę jako N-końcowy aminokwas (1, 36, 86, 103). W ysunięto 
zatem  hipotezę, że form ylom etionina stanowi uniw ersalny in icjator w bio­
syntezie białek (13, 14, 97). Ponieważ jednak w otoczce białkowej samego 
faga f2 alanina a nie form ylom etionina jest N-końcowym am inokw a­
sem (36) przypuszczano, że grupa form ylow a lub też cała form ylom etio­
nina ulega odszczepieniu na drodze enzym atycznej (36, 106). W ykryto 
też enzym, k tóry wybiórczo odszczepia grupę form ylow ą od dw upeptydu 
form ylom etionylo-alaniny, a nie uw alnia tej grupy połączonej z po jedyn­
czym aminokwasem  (36). Nie udało się jednak, jak  dotąd, znaleźć enzym u 
odszczepiającego form ylom etioninę od łańcucha polipeptydowego.

W białkach E. coli dotychczas nie w ykryto innych uform ylow anych 
aminokwasów prócz form ylom etioniny (36, 61), a coraz większa liczba 
danych doświadczalnych w skazuje na związek N -form ylom etionylo-tRN A  
z mechanizmem inicjującym  syntezę białek, przynajm niej w system ach 
bakteryjnych.

Przyłączenie aminokwasów do swoistych dla nich tRNA następuje 
pod wpływem  określonych syntetaz aminoacylo-tRNA (6). W iązanie m e­
tioniny z tRNA katalizuje specyficzna syntetaza m etionylo-tRNA (7, 61,
70, 92).

M etionylo-tRNA dzieli się na dwie frakcje różniące się szybkością 
wędrow ania w czasie jonoforezy na żelu i odznaczające się różną zdol­
nością form ylacji przez transform ylazę (rysunek 2): nie form ylow any, 
szybciej w ędrujący m etionylo-tR N A M oraz form ylow any, wolniej poru- 
: zający się, metionylo-tRNAj.- (18, 20, 41, 57, 60).

Dotychczas udało się ustalić sekwencję nukleotydow ą jedynie w me- 
tionylo-tRNAp (rysunek 3) (25). Stwierdzono, że tró jnuk leo tyd  CAU peł­
ni funkcję antykodonu, a tw orzenie par pomiędzy zasadami rozpoczyna 
się m etionylo-tR N A F od końca wiążącego aminokwas, od zasady n r 6 
a nie od zasady n r 5, jak  to ma miejsce w innych tRNA. A utorzy pod­
kreślają, że obecność U jako trzeciej zasady w antykodonie umożliwia,

I. Biosynteza form ylom etionylo-tRNA

Met -tRN A(FłM)
ATP

Metionyło -  tRNA M ( — 30%) 
Metionylo-tRNAp C— 70%)syntetaza

m£tion»ln-tDNA

F- met iony lo - 1 RNA p
Rys. 2. B iosynteza form ylom etionylo-tR N A F
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zgodnie z hipotezą to lerancji Cricka (ang. wobble hypothesis), odczyty­
wanie zarówno A jak  i G obecnych w kodonie. W cząsteczce m etionylo- 
-tR N A F wykazano także obecność kilku zm etylow anych zasad (25). 
N i s h i m u r a i wsp. (73) wykazali, że przynajm niej 30 nukleotydów  
w m etionylo-tR N A F i metionylo-tRNA]\t ułożonych jest w tej samej ko­
lejności, co może sugerować, że różnice pom iędzy nim i polegają przede 
wszystkim  na ich odm iennej struk tu rze  czwartorzędowej.

Rys. 3. M odel tRNAF w yizolow anego z E.coli CA 265 (25)

M a r c k e r  i S a n g e r  (61) nie zdołali w ykryć enzym u kata lizu ją­
cego przyłączanie form ylom etioniny do odpowiedniego tRNA i przypusz­
czają, że a-am inow a grupa m etioniny ulega form ylacji dopiero po utw o­
rzeniu się m etionylo-tRNA. D onatorem  grupy form ylow ej w tym  procesie 
jest form ylotetrahydrofolan, f 10FH 4, lub jego tró jglutam ylow a pochodna 
(1, 18, 22, 24, 30, 57, 86). Transform ylazę m etionylo-tRN A  z E. coli B. 
oczyszczono 1500 razy i oznaczono, że jej ciężar cząsteczkowy wynosi 
około 25 000 (22, 23, 24). S upernatan ty  pozostałe po odw irow aniu rybo­
somów z preparatów  E. coli K12, Streptom yces antybioticus , Lactobacil- 
lus leichmanii i Clostridium tetanomorphum  fo rm ylu ją  m etionylo-tRNAp 
zarówno z E. coli (29), jak  i ze św inki m orskiej (15), w ydaje się zatem, że 
sekw encja nukleotydów  określająca specyficzność form ylacji jest w tych  
tRNA zliżona (24).
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Fakt form ylow ania wybiórczo m etionylo-tR N A F (a nie m etionylo- 
-tRNAM) wskazuje, że transform ylaza m etionylo-tRNA rozpoznaje łań ­
cuch polinukleotydowy RNA przenoszącego. Natom iast analogi m etioni­
ny etionina i norleucyna po zacylowaniu tRNA ulegają form ylacji z ta ­
ką samą wydajnością jak m etionylo-tRNA, co świadczy o niezdolności 
transform ylazy do rozróżnienia tych  aminoacylo-tRNA (96). T r  u p i n 
i wsp. (96) przypuszczają zatem, że oba analogi mogą zastępować m etio­
ninę w inicjowaniu łańcucha polipeptydowego, zwłaszcza, iż wiadomo, 
że mogą one być w budow ywane do białek E. coli zam iast m etioniny (82).

Transform ylaza m etionylo-tR N A F, w obecności m etionylo-tRNAp 
jak  również tRNAp jest oporna na inaktyw ację cieplną i inaktyw ację w y­
wołaną działaniem  trypsyny, ponieważ prawdopodobnie w nieobecności 
donatora form ylu tw orzy się kom pleks enzymu z tym i związkami. Fakt, 
że ochraniający w pływ  metionylo-tRNAp jest większy niż tRNAp może 
wskazywać, iż obecność wiązania estrowego sprzyja połączeniu tRNA 
z enzymem a także sugerować, że wiązanie to jest drugim , obok sek­
wencji nukleotydów  w RNA, w arunkiem  specyficzności form ylacji me- 
tionylo-tRNAp.

II. Wiązanie formylometionylo-tRNA z rybosomami

W arunkiem  utw orzenia pierwszego wiązania peptydowego jest zwią­
zanie z rybosom ami zmodyfikowanego am inoacylo-tRNA przypom inają­
cego budowę peptydylo-tRN A . W iązanie to powinno zależeć od specjal­
nego inicjującego kodonu (68), k tó ry  powinien zapewniać jeden schem at 
odczytyw ania inform acji genetycznej, uniemożliwiać błędne odczytyw a­
nie kodu (ang. out-of-phase reading) oraz umożliwiać zachodzenie syn te­
zy polipeptydów od określonego punk tu  (94). P rzy jm ując, że rolę ana­
logu peptydylo-tRN A  pełni form ylom etionylo-tRNAp badano zależność 
wiązania m etionylo-tRNA z rybosom am i w układzie opracow anym  przez 
N i r e n b e r g a  i L e d e r a  (71) od różnych związków typu pUpUpUp 
(16, 18, 41, 48, 58, 91). Nie ulegający form ylacji m etionylo-tR N A M wiąże 
się z rybosomami E. coli jedynie w obecności AUG, właściwego kodonu 
dla m etioniny (72), przy optym alnym  stężeniu jonów Mg2+ wynoszącym
0,03M (19, 41, 89). M etionylo-tRNAp, jak  również form ylom etionylo- 
-tRNAp, wiążą się z rybosom am i najsilniej w obecności AUG, słabiej zaś 
przy GUG i UUG, a najsłabiej w obecności CUG (18, 19, 49, 59) przy  trz y ­
krotnie niższym stężeniu Mg2+ (59).

W iązanie form ylom etionylo-tRNAp z rybosomami, zachodzące w obec­
ności naturalnego (z fagów) lub syntetycznego mRNA zależy od czynni­
ków enzym atycznych F x i F2, związanych z rybosom am i (9 ,16 ,28 ,54 ,8 , 
79, 84, 90,101 . Czynniki te stym ulują  proces wiązania w zależności od 
stężenia jonów Mg2+ w mieszaninie inkubacyjnej (2, 5, 83, 84); dość znacz­
nie przy stężeniach Mg2+ niższych niż 10 mM, natom iast m niej przy wyż­
szych stężeniach Mg2+ (84). Należy podkreślić, że czynniki F : i F 2 nie
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w pływ ają na wiązanie nieuform ylow anej pochodnej m etionylo-tRNAp 
ani też metionylo-tRNAM (4,484). Podczas wiązania form ylom etionylo- 
tRN A F z rybosom ami niezbędne jest GTP (3, 4, 5, 50, 80, 84). GTP może 
niekiedy być zastąpione w tym  procesie przez ATP i ITP (4), a w pew ­
nych w arunkach także przez analog GTP, GM P-PCP (5’-guanylo-m ety- 
lenodwufosfonian, wzór I) (4, 67, 80), k tóry jest inhibitorem  syntezy b ia­
łek u E. coli (37), natom iast GDP ham uje wiązanie form ylom etionylo- 
-tR N A F z rybosom ami (50). W tym  etapie syntezy polipeptydu nie na ­
stępuje więc hydroliza GTP, a zatem jego rola nie podlega na dostarcza­
niu energii. Początkowo przypuszczano (3), że GTP tw orzy kom pleks 
z białkiem  czynników inicjujących F x i F2, jednakże okazało się, iż b a r­
dziej oczyszczone p repara ty  F x i F2 odznaczają się słabą zdolnością do 
w iązania GTP (2), oraz że GTP tw orzy kom pleks z czynnikiem  Ty, n ie­
zbędnym  przy polim eryzacji aminokwasów, a w ystępującym  jako zanie­
czyszczenia w preparatach  F x i F 2 (74). Tak więc rola GTP przy w iąza­
niu form ylom etionylo-tRN A F wym aga jeszcze wyjaśnienia.

GMP-PCP

W układzie zaw ierającym  obok rybosomów 70S' podjednostki 30S 
i 50S1 oraz mRNA z faga f 2, form ylom etionylo-tRN A F wiąże się jedynie 
z podjednostką 30S, zaś m etionylo-tR N A M — z kom pleksem  SOS'-SOS' lub 
z rybosomem 70S (88, 78). Dodanie podjednostki 50S' do układu specy­
ficznie hamowało wiązanie form ylom etionylo-tRN A F przez podjednostkę 
30S stym ulując zarazem  wiązanie innych am inoacylo-tRNA kierow ane 
przez inne kodony. Ostatnio liczni badacze potw ierdzili wybiórcze w ią­
zanie form ylom etionylo-tRN A F przez podjednostkę 30S rybosomu  (29, 
33,39,85), w której według E i s e n s t a d t a  i B r a w e r m a n a  (29) 
zlokalizowane są czynniki inicjujące F : i F 2.

Do rozstrzygnięcia czy kodon inicjujący rozpoznawany jest przez me- 
tionylo-tR N A F czy też form ylom etionylo-tRN A F, może przyczynić się 
w yjaśnienie czy form ylacja m etionylo-tRNA następuje przed czy po 
związaniu z rybosomami.

L e d e r  i B u r s z t y n  (48) wykazali, że w obecności kodonu AUG 
form ylom etionylo-tRN A  słabiej wiąże się z rybosom am i E. coli niż m e­
tionylo-tRNAp, co wskazywałoby na form ylację m etionylo-RN A F już po 
związaniu go z kom pleksem  rybosom-mRNA (45, 47). Ponadto praw do­
podobnie to samo miejsce na rybosomie mogą zajmować form ylom etio-
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nylo-tRN AF, metionylo-tRNA, jak  również tRNA, co stw arza możliwość 
kom petycji (48).

N a k a m o t o  i wsp. (26, 27, 42, 68) są natom iast zwolennikam i po­
glądu, że form ylacja następuje przed związaniem aminoacylo-tRNA z ry ­
bosomami, ponieważ form ylom etionylo-tRN A  wzmaga w pew nych w a­
runkach syntezę białek w ekstrak tach  E. coli. Ponadto bardzo duża ak­
tywność form ylacji w ekstrak tach  E. coli, u trzym ująca niezw iązany z ry ­
bosomami m etionylo-tRNA w stanie m aksym alnego uform ylow ania (27) 
oraz dane M a r c k e r a  i S a n g e r a  (61) o w ystępow aniu u E. coli po­
łowy m etionylo-tRNA w stanie uform ylow anym , w ykluczają zdaniem 
E c o n o m o u  i N a k a m o t o  (27) form ylację m etionylo-tRNA na rybo- 
somie. Fakt, że przy niskich stężeniach jonów Mg2+ (5 mM) wiąże się 
z rybosomami więcej form ylom etionylo-tR N A F niż metionylo-tRNAp (84) 
popiera także hipotezę Nakamoto.

III. Wbudowywanie metioniny i formylometioniny do polipeptydów

U E. coli obydwa rodzaje RNA przenoszącego dla m etioniny w ykazują 
różną specyficzność w stosunku do różnych syntetycznych mRNA (17,43, 
59): w obecności poli UG wbudow uje się w polipeptydy jedynie m etio­
nina z m etionylo-tRNAF, podczas gdy w obecności poli UAG donatoram i 
m etioniny są zarówno m etionylo-tR N A F jak  i m etionylo-tR N A M, przy 
czym ten ostatni jest efektyw niejszy. Około 70°/o 35S-m etieniny pocho­
dzącej z 35S-m etionylo-tRN A F pojaw ia się na końcu polipeptydu o wol­
nej grupie — NH2, M etioninę z m etionylo-tRN A M znajdow ana natom iast 
w ew nątrz łańcucha (58, 59).

T rip let AUG koduje w budow ywanie form ylom etioniny do białek 
E. coli zarówno wtedy, gdy znajduje się on na początku oligo- 
nukleotydu ApUpG(pU ) 25 — jak też gdy tkw i w ew nątrz oligonukleotydu 
ApApApUpG(pU)25, przy czym w obecności tego ostatniego pomimo, że 
AAA koduje wbudow ywanie lizyny, form ylom etionina stanow iła p ierw ­
szy aminokwas w zsyntetyzow anym  polipeptydzie (2, 94). Dane te, jak  i fak t 
wbudow ywania form ylom etioniny także pod wpływ em  UpUpG(pU ) 25 ( 94), 
zgodne są z omówionymi już obserw acjam i różnych autorów  o w ią­
zaniu form ylom etionylo-tRNAp z rybosom ami w obecności zarówno AUG 
jak i UUG. Na translację  syntetycznych oligonukleotydów w pływ ają 
również czynniki Fi i F 2. W obecności poli UG (5:1) i poli UAG (6:1:1) 
zwiększają one dwa do trzech razy wbudow ywanie fenyloalaniny i m e­
tioniny (101). W obecności AUG(A)n czynniki te stym ulu ją  przede w szyst­
kim w budow ywanie m etioniny z form ylom etionylo-tRNAp, w bardzo sła­
bym  zaś stopniu z metionylo-tRNAp (84). W ydaje się, że działanie czyn­
ników Fi i F2 jest specyficznie związane z trip le tem  AUG umieszczo­
nym  na końcu 5’ mRNA, ponieważ nie w pływ ają one na w budow ywanie 
aminokwasów w obecności syntetycznych oligonukleotydów typu  poli A

3 P o s tę p y  B io c h e m ii
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(84) oraz nukleotydów  zaw ierających AGU i GGU na początku łańcucha 
mRNA (101). Zwiększenie intensyw ności wbudow ywania n iektórych am i­
nokwasów do polipeptydu pod w pływ em  czynników F x i F 2 w obecności 
nadm iaru  enzymów przenoszących, pozwala przypuszczać, że jeden z tych 
czynników jest enzym em  specyficznie katalizującym  tw orzenie pierw sze­
go w iązania peptydowego pomiędzy N -form ylom etioniną z N -form ylo- 
m etionylo-tRN A  i następnym  am inoacylo-tRNA związanym  z akcepto­
row ą częścią rybosom u (10,101).

S u n d a r a r a j a n ,  T h a c h  i wsp. (91, 94) zajęli się zagad­
nieniem  czy AUG spełnia w ym agania staw iane kodonowi inicjującem u 
syntezę łańcucha polipeptydowego. Okazało się, że AUG w wielu oligonu- 
k leotydach uniem ożliwia rozpoznanie kodonu zachodzącego (ang. over­
lapping), pozwala zaś na tłum aczenie kodonów przyległych. Na przykład 
w nukleotydzie ApUpGpUpUp(pU)12 przy 0,01M stężeniu jonów magnezu 
nie jest tłum aczony kodon GUU, natom iast jest tłum aczony kodon UUU 
(94). AUG k ieru je  odczytyw aniem  kodonu w k ierunku od końca 5’ do 3’, 
przy czym praw dopodobnie nie jest konieczna jego obecność na koń­
cu 5’.

Oprócz AUG rolę kodonu inicjującego może także pełnić GUG oraz 
w pew nych określonych w arunkach także i GUA (34). W ykrycie więcej 
niż jednego inicjującego kodonu, wiążące się z zagadnieniem  dege­
neracji kodonu w pierwszej i trzeciej pozycji tryp le tu , nasuw a myśl
o specyficzności ich rozpoznawania oraz o istnieniu kilku inicjujących 
tRNA. Poniew aż dotychczas dostępne m etody w skazują na homogenność 
m etionylo-tRNAp G h o s h ,  S ó l  i K h o r a n a  (34) sugerują, że roz­
poznanie AUG i GUG jest możliwe dzięki specyficznem u ich wiązaniu 
z określonym i częściami rybosomu. Biologiczne znaczenie w ystępow a­
nia kilku kodonów inicjujących mogłoby polegać przy różnej ich w y­
dajności na regulow aniu ilości i szybkości syntezy różnych białek.

IV. Badania mechanizmu syntezy pierwszego wiązania peptydowego

Do poznania tego m echanizm u przyczyniło się zastosowanie związków
o budowie analogicznej do substratów  uczestniczących w reakcji

n II!

HN OHI
O OH

H2N -C -C H j-O -00^  
H

Puromycyna
Fragment aminoacylo- 
adenozynowy w tRNA
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Purom ycyna (II), k tó ra  przypom ina budową adenozyno-am inokw a- 
sową (III) część aminoacylo-tRNA (104), a nie ma części w arunkujących  
jej specyficzność i decydujących o jej łączeniu się z rybosom ami, w cho­
dząc w reakcję z peptydylo-tR N A  pow oduje powstanie kom pleksu, k tó ry  
odłącza się od rybosom u (21, 55, 95), co ham uje syntezę białek. Zdaniem  
S m i t h a  i wsp. (88) reakcja ta  (reakcja 1) jest analogiczna do syntezy 
wiązania peptydowego.

Rn R ‘
I I

NH—CH—CO—tRNAn +  N H 2—CH—CO — am in onuk leozyd-*  1
(peptydylo—tRNA) (purom ycyna)

Rn R ‘
I I

N H 2—CH ~CO —NH —CH—CO—am in on u k leozyd  +  tRNAn

Purom ycyna w określonych w arunkach  może także reagować z form ylo- 
m etioniną dając form ylom etionylo-purom ycynę (10, 46, 83, 105). Synteza 
ta  zachodzi w obecności kodonu AUG, rybosomów i czynników Fj i F 2, 
a źródłem form ylom etioniny może być form ylom etionylo-tR N A F, lub 
jego końcowy fragm ent otrzym any przez traw ienie rybonukleazą Tx 
i zidentyfikow any jako CA ACCA-form ylom etionina (65, 66). N atom iast 
m etionina związana z tRNAM nie łączy się z purom ycyną. Podobnie, ace- 
tylow a pochodna m etionylo-tRNAp reaguje z purom ycyną w odróżnie­
niu od acetylom etionylo-tRN A M (10). W yniki te jak  również fakt, że 
CAACCA-form ylom etionina reaguje z purom ycyną jedynie w obecności 
podjednostki 50S rybosom u (63) przem aw iają za przypuszczeniem , że 
form ylom etionylo-tRN A F lokuje się na rybosom ie w m iejscu donatoro- 
wym, zajm owanym  podczas w ydłużania łańcucha polipeptydow ego przez 
peptydylo-tRN A, dzięki czemu możliwe jest rozpoczęcie syntezy łańcu­
cha (105). Decydującą rolę odgryw a tu, zdaniem  B r e t s c h e r a  (10) 
i L e d e r a  (45) s tru k tu ra  tRNAp.

Reakcja form ylom etionylo-tRN A  z purom ycyną w ym aga obok kodo­
nu i czynników Fi i F 2, także obecności GTP (38, 67). Co więcej, form ylo- 
metionylo-tRNAp związany z rybosom am i przy udziale GM P-PCP, nie 
reaguje ani z purom ycyną ani z innnym i aminoacylo-tRNA. G M P-PCP 
ham uje także syntezę form ylom etionylo-fenyloalaniny (93). W yniki te 
w przeciw ieństw ie do danych N i s h i z u k i  i L i p m a n n a  (75) prze­
m aw iają za udziałem  GTP również i w syntezie pierwszego wiązania 
peptydowego.

AUG koduje wbudow yw anie zarówno form ylom etioniny jak  i m etio­
niny, istotne staje się zatem  rozpoznanie przez ten  kodon form ylom etio- 
nylo-tRNAp i m etionylo-tR N A M, zaw ierających ten  sam antykodon. 
S u n d a r a r a j a n  i T h a c h  (91) decydującą rolę p rzypisu ją  współ­
działaniu tych am inoacylo-tRNA z określonym  m iejscem  rybosom u. 
W procesie zapoczątkow ywania łańcucha, kodon AUG znajdujący się 
w pobliżu lub na końcu 5’ mRNA oddziałuje w edług nich na część dona- 
torow ą rybosomu, zajm ow aną przy  w ydłużaniu łańcucha przez peptydy-
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lo-tRNA, kodując tym  sam ym  wiązanie form ylom etionylo-tR N A F i w bu­
dowyw anie form ylom etioniny. N atom iast AUG ulokow any w ew nątrz 
łańcucha mRNA, oddziałując na receptorow ą część rybosom u, zajm ow a­
ną przez am inoacylo-tRNA, decyduje o wiązaniu m etionylo tRNAM 
i w konsekw encji o w budow yw aniu m etioniny. Za taką  sugestią prze­
m aw iają w yniki badań z zastosowaniem  purom ycyny jak  rów nież doś­
wiadczeń nad syntezą polim etioniny (34), w ykazujące, że form ylom etio- 
nylo-tR N A F wiąże się z donatorow ą częścią rybosom u, zaś m etionylo- 
-tR N A M z jego częścią receptorow ą. Za wiązaniem  m etionylo-tR N A M 
z receptorow ą częścią rybosom u przem aw ia też fakt, że m etionylo-tR N A ^ 
wiąże się z rybosom am i przy podobnym stężeniu jonów Mg jak  w ym a­
gane do w iązania innych am inoacylo-tRNA (69, 99).

Można sugerować następującą kolejność reakcji w ym aganych do 
rozpoczęcia syntezy łańcucha polipeptydowego: w w yniku in terakcji 
m etionylo-tR N A F z kom pleksem  rybosom -kodon tw orzy się złożony kom ­
pleks inicjujący, przy czym o dołączeniu go do donatorow ej części rybo­
somu decyduje sama s tru k tu ra  m etionylo-tR N A F. Form ylacja m etionylo- 
-tR N A F związanego z rybosom am i prowadzi do zmian konfiguracji m e- 
tionylo-tRNA, nie w yw iera natom iast w pływ u na rozpoznanie kodo- 
nu (48). Po utw orzeniu kom pleksu form ylom etionylo-tR N A F-rybosom - 
-kodon możliwe jest już powiązanie z następnym  am inoacylo-tRNA 
i utw orzenie pierwszego wiązania peptydowego.

O statn ie badania coraz w yraźniej w skazują na rolę s tru k tu ry  rybo­
somu w oddziaływ aniu kodon-antykodon (77, 78, 85). Przypuszcza się, 
że dla zainicjowania syntezy łańcucha konieczna jest dysocjacja rybo­
somu 70S na podjednostki 30S i 50S, zachodząca pod w pływ em  kodo- 
nu determ inującego koniec polipeptydu. N o m u r a  i L o w r y  (77) 
sądzą, że podjednostki 30S rybosomu, w ystępujące u E. coli (35, 40, 56), 
rozpoznają kodon inicjujący AUG i wiążą wybiórczo form ylom etiony- 
lo-tRNAp tworząc kom pleks form ylom etionylo-tR N A F-podjednostka 30S, 
kodon, k tó ry  udało się wyizolować (33, 77). Dopiero w następnym  etapie 
dołącza się do tego kom pleksu podjednostka 50S1 (77, 78). Pow stają  wów­
czas właściwe w arunki do utw orzenia pierwszego w iązania peptydow ego 
i translac ji dalszych kodonów znajdujących się w mRNA, w tym  także 
kodonu AUG dla m etioniny.

N-form ylom etionylo-tRNA p jest niezbędnym  czynnikiem  w inicjacji, 
m iędzy innym i ze względu na zwiększenie stabilności połączenia rybo­
somu z kodonem  inicjującym . W iadomo jednak, że synteza homopoli- 
peptydów  przy  użyciu syntetycznych oligonukleotydów typu  poli U za­
chodzi w nieobecności specjalnego inicjatora. W edług N a k a m o t o  
i K o l a k o f s k  y ’e g o (68) już samo zastosowanie jonów Mg2+ w stęże­
niach wyższych niż 0,01M w ystarcza do stabilizacji kom pleksu rybosom - 
-kodon. Synteza polifenyloalaniny w tych  w arunkach  nie w ym aga czyn­
ników inicjujących (54). Jednak  jeśli syntezę tę  prowadzić w obecności
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poli U przy niższych stężeniach M g2+ (0,006M), to wówczas zależy ona 
w bardzo znacznym  stopniu od dodanych form ylom etionylo-tRN A  lub 
peptydylo-tR N A  (69). P rzy  0,004M stężeniu jonów Mg2+ rolę czynnika 
inicjującego w syntezie polifenyloalaniny może również pełnić IV-acetylo- 
fenyloalanylo-tR N A  (52, 53, 69, 98). Co więcej, rybosomowe czynniki 
Fi i F 2 jak  również GTP, stym ulują , podobnie jak  w przypadku N -for- 
m ylom etionylo-tR N A F, wiązanie IV-acetylofenyloalanylo-tRNA z ryboso­
m am i (53, 69). W yniki te potw ierdzają hipotezę N a k a m o t o  i K o l a -  
k o f s k y ’e g o, że właściwe ułożenie kilku aminoacylo-tRNA w ystarcza 
do zainicjow ania syntezy polipeptydu.

Form ylom etionylo-tRN A p można uważać za in icjatora syntezy poli- 
peptydów  w bezkom órkowych układach bakteryjnych. W yodrębnienie 
tego związku także z retikulocytów  królika wskazywać może na jego 
bardziej un iw ersalną rolę w biosyntezie białka (76). Jeśli tak  jest, to 
synteza białek zależy również od dostępności fragm entów  jednow ęglo- 
w ych i te trahydrofo lanu , niezbędnych do uform ylow ania m etionylo- 
-tR N A F. Pew ne potw ierdzenie tej sugestii stanow i zarówno w ysoka zdol­
ność do inicjow ania syntezy łańcucha polipeptydowego in vitro  w re ti-  
kulocytach (76), kom órkach zaw ierających znaczną ilość enzym u syn te­
tyzującego form ylo tetrahydrofo lan  (8), jak  również uzależnienie w bu­
dow yw ania am inokwasów do białek E.coli od dostępności form ylom etio- 
nylo-tR N A F lub f5FH 4 w w arunkach  zaham owania syntezy bądź te tra ­
hydrofolanu (30, 51, 87) bądź też form ylom etionylo-tRNAp (31).
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J A N I N A  MALEC*

Białka jądra komórkowego a mechanizm kontroli genetycznej

Nuclear Proteins and the Mechanism of Gene Control

The actual v iew s on som e properties and possib le function in gene control of 
histones and other nuclear proteins are presented.

Równocześnie z gromadzeniem  wiadomości o roli DNA w m echa­
nizmie działania genów oraz o sposobie przekazyw ania inform acji gene­
tycznej z DNA na kom órkowy aparat biosyntezy białka, coraz większe 
zainteresow anie zaczął budzić m echanizm  kontroli genów, stanow iący 
podstaw ę rozwoju i różnicowania poszczególnych kom órek organizm u.

W edług przyjętego poglądu każda (lub ściślej praw ie każda) kom órka 
w organizmie zawiera pełny kom plet genów w arunkujących  różne 
funkcje rozm aitych rodzajów komórek, a więc taki sam zestaw  DNA. 
W każdej komórce zatem  musi działać aktualnie nie cały zestaw  genów, 
lecz tylko jego część, prawdopodobnie zresztą niewielka, nadając tej ko­
mórce jej tylko w łaściwy charak ter funkcjonalny i s truk tu ra lny . Ilu ­
strac ją  tej sy tuacji może być cytow ane według B u s c h a  i S t e e l e  (19) 
obliczenie: kom órka w ątroby ludzkiej zaw iera 8 — 12 pg DNA, zaś średni 
ciężar cząsteczkowy nukleotydów  wynosi 325. Liczba nukleotydów  w ją ­
drze w aha się więc w granicach 1,5— 1,9 X I O10. Ponieważ trzy  nukleoty- 
dy kodują jeden aminokwas, a dw upasm owy DNA koduje jedno pasmo 
mRNA, całkow ita liczba jednostek kodujących w jednym  jądrze mieści 
się w granicach 2,2—3,5X109. Jeżeli przyjąć dalej, że średni ciężar czą­
steczkowy DNA w komórce wynosi 107 to odpowiada to około 700 000 
cząsteczek DNA, z k tórych każda zawiera około 5 000 efektyw nych ko­
donów, przy założeniu, że nie ma wśród nich inform acji nonsensownych. 
Tak więc dw upasm owy DNA każdej kom órki m ógłby kodować około 
3 00G 000 różnych białek o średnim  ciężarze cząsteczkowym  50 000 czyli 
zbudow anych z około 400 aminokwasów. Przypuszcza się zaś, że ak tua l­
nie działa w komórce przeciętnie około 30 000 m atryc. Musi zatem  ist­
nieć jakiś mechanizm, k tóry  włącza lub wyłącza aktyw ność pew nych ge­
nów w zależności od charak teru  komórki. Jeżeli jednak  każda kom órka
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tego samego organizm u posiada ten  sam zestaw DNA, to oczywiście DNA 
nie może sam  pełnić roli regulatora  tego procesu.

J a c o b  i M o n o d  (45) przypuszczali, że rolę regu la to ra  pełni RNA, 
co jednakże w ydaje się mało praw dopodobne, już choćby ze względów 
ilościowych, ponieważ stanow i on mniej niż 20°/o kom pleksu dezoksy- 
rybonukleoproteinow ego chromosomu. N atom iast białka stanow ią blisko 
60% całej m asy chrom osomu i z tego względu białko jądrow e mogłoby 
być regu lato rem  procesów genetycznych. W 1943 roku S t e d m a n o -  
w i e (79) w ysunęli hipotezę, że regulatorem  tym  są histony. Podstaw ą 
jej było stw ierdzenie, że w różnych rodzajach kom órek histony w ystę­
pują  w  niejednakow ych ilościach, przy czym kom órki znajdujące się 
w spoczynku zaw ierają ich procentowo znacznie więcej niż kom órki in­
tensyw nie dzielące się, przede w szystkim  kom órki em brionalne i nowo­
tworowe. Hipoteza ta, m ająca dzisiaj znaczenie już raczej tylko historycz­
ne, sta ła  się jednym  z bodźców do intensyw nych badań nad białkam i 
jąd ra  komórkowego.

B iałka jądrow e, chociaż stanow ią bardzo złożoną grupę białek, można 
ogólnie podzielić na dwie duże grupy: białka zasadowe i białka kwaśne 
i jakkolw iek niew ątpliw ie istn ieją  w jądrze bardzo ścisłe związki między 
nimi, ich własności są dostatecznie różne, aby rozpatryw ać je jako od­
rębne jednostki zarówno pod względem s truk tu ra lnym  jak  funkcjo­
nalnym .

I. Białka zasadowe

Białka zasadowe wyodrębnione z kompleksów nukleoproteidow ych 
różnego typu  kom órek początkowo podzielono na dwie grupy: na p ro ta­
m iny (pochodzące z kom órek sperm y ryb) i h istony (z kom órek soma­
tycznych). Podział ten  stał się w ostatnich latach przedm iotem  żywych 
sporów nom enklaturow ych w związku z trudnością sform ułow ania zgod­
nej ze współczesnym  stanem  wiedzy definicji obu tych  rodzajów białek. 
Jakkolw iek większa część zaw artych w jądrze kom órkow ym  białek zasa­
dowych znajduje się w kom pleksie z DNA w chrom atynie kom órki in ter- 
fazowej, białka takie znajdują się również i w soku jądrow ym . Term in 
histony nie jest więc synonim em  białek zasadowych jądra  komórkowego. 
W roku 1963 M u r r a y  (61) sform ułow ał następującą definicję, wspólną 
dla protam in i histonów, określając je razem  term inem  histonów: „histo­
ny są to białka zasadowe, które niekiedy są związane z DNA”. In te rp re­
tu jąc  fak t objęcia wspólną nazwą białek zaliczanych dotychczas do 
dwóch odrębnych grup M urray podkreśla, że podział ten  był najzupełniej 
um ow ny i w  św ietle współczesnego stanu w iedzy utrzym yw anie go dłu­
żej jest nieuzasadnione. Histony i protam iny mogą być bowiem uważane 
za białka homologiczne, a różnice między nim i nie są ani większe ani 
inne niż pom iędzy poszczególnymi typam i histonów. W definicji M urraya
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została również pom inięta właściwość uw ażana jeszcze niedaw no za cha­
rak terystyczną cechę histonów, a m ianowicie brak w ich składzie am ino- 
kwasowym  tryp tofanu  i cysteiny. Za pomocą bardziej nowoczesnych m e­
tod analitycznych stw ierdzono bowiem obecność obu tych aminokwasów 
w preparatach  histonów, nie wiadomo jednak czy jest ona związana 
z zanieczyszczeniami p reparatów  histonow ych jakim iś innym i białkam i 
czy też te  aminokwasy stanow ią w łaściw y składnik jakiegoś typu  h isto ­
nów.

Swój zasadowy charak ter zawdzięczają h istony sięgającej 30% za­
w artości zasadowych aminokwasów, przede w szystkim  lizyny i argininy. 
Stosunek ilościowy histonów do DNA w kom pleksie nukleohistonow ym  
nie jest jeszcze całkowicie ustalony. W edług większości badaczy (54, 69) 
grupy aminowe histonów w ystępują w ilości odpowiadającej około 80— 
90% grup fosforanowych DNA, D o u n c e (34) jednakże u trzym uje, że 
w  norm alnej w ątrobie stosunek ten  dochodzi do 2, podczas gdy w  w ą­
trobie  regenerującej i guzach nowotworowych jest bliski 1. Pełny  p re­
para t histonów w yekstrahow anych kw asem  z jąder kom órkow ych jest 
zawsze złożoną m ieszaniną tych białek, k tóra w elektroforezie na żelu 
skrobiow ym  (38, 48, 62, 63) i żelu akrylam idow ym  (29, 62) daje k ilka­
naście prążków. Liczne próby frakcjonow ania tych  heterogennych p re ­
paratów  w różnych laboratoriach i różnym i m etodam i nie doprow adziły 
dotychczas do otrzym ania żadnej z frakcji w stanie całkow itej hem ogen- 
ności. Ustalono jednak, że mogą być one podzielone na grupy różniące się 
zaw artością zasadowych aminokwasów. Wobec narastającego zam ętu no­
m enklaturow ego P h i l l i p s  (69) zaproponował w 1962 roku  tym czaso­
w y, opisowy podział histonów na następujące frakcje:

Różnice w składzie i w sekw encji am inokwasów m iędzy głównym i 
grupam i histonów jak  również m iędzy peptydam i, pochodzącymi z róż­
nych frakcji (21, 69), nasuw ają przypuszczenie, że nieregularność 
w  układzie reszt zasadowych wzdłuż łańcucha polipeptydowego histonów  
poszczególnych rodzajów m usi powodować nieregularność w iązania h i­
stonów z DNA. Jest zatem  raczej nieprawdopodobne, aby jedyną rolą h i­
stonów w nukleoproteidow ym  kom pleksie było proste zobojętnianie reszt 
fosforanow ych DNA, jak  to początkowo przypuszczano. Jakkolw iek pro­
ponowano kilka modeli kom pleksu DNA z histonem , żaden z nich nie 
jest całkowicie zadowalający (15). Za pomocą fizycznych m etod badania 
s tru k tu ry  m akrocząsteczek, przede w szystkim  analizy rentgenow skiej
i w podczerwieni, stw ierdzono, że czysty DNA przedstaw ia s tru k tu rę

Frakcja bogata w lizynę 
F rakcja średnio bogata w lizynę 
F rakcja bogata w argininę

Stosunek 
liz : arg 
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może blokować więcej niż jeden kodon lub jeżeli zablokowanie jednego 
kodonu byłoby w ystarczające dla zaham owania syntezy całego łańcucha 
RNA, wówczas w jądrze znajduje się znacznie więcej histonów niż to  jest 
potrzebne dla zablokowania całego genomu. Z drugiej strony, jak  już 
wspom niano wyżej, histony znajdujące się w jądrze zaw ierają w y s ta r­
czającą ilość grup am inowych dla zablokowania 80— 90°/o grup fosfora­
now ych DNA.

Jeżeli histony spełniałyby rzeczywiście funkcję regulatora syntezy 
RNA na m atrycy  DNA blokując poszczególne geny, to pow innaby istnieć 
jakaś wysoce swoista in terakcja  pomiędzy poszczególnymi cząsteczkam i 
DNA a blokującym i je histonam i. Nasuwa się więc pytanie, czy histony 
posiadają w ystarczającą ilość inform acji, aby pełnić tę funkcję, a jeżeli 
tak, to jak  te  inform acje są w nich zaszyfrowane? W takim  w ypadku 
w ydaje się konieczne istnienie co najm niej setek histonów różniących się 
budową chemiczną, w zajem nym i stosunkam i ilościowymi, szybkością 
syntezy itp., właściwych poszczególnym tkankom  tego samego organizm u
i odm iennych dla organizmów różnych gatunków. Na w ystępow aniu tego 
rodzaju różnic świadczących o swoistości narządowej i gatunkow ej h isto­
nów opierali swoją teorię Stedmanowie. Jednakże w raz z rozwojem  m e­
tod izolowania i badania histonów okazało się, że poza niew ielkim i róż­
nicam i w składzie względnie w sekwencji aminokwasów (ang. finger-  
-printing ) podobnym i do tych, jakie stwierdzono w wielu innych biał­
kach zwierzęcych, nie w ystępują żadne istotne różnice jakościowe m ię­
dzy histonam i różnych narządów i różnych gatunków  ssaków (22, 23, 37, 
38, 54, 65, 69), a naw et ryb (67) i guzów nowotworowych (31, 32, 37, 53, 
54, 65). Jedyną tkanką zwierzęcą zaw ierającą odm ienny od innych tk a ­
nek zwierzęcych skład histonów są — według niepotwierdzonego dotych­
czas doniesienia N e e 1 i n a i wsp. (64) — ery trocy ty  kurczęcia. O dm ien­
ny  skład histonów stw ierdzono także w pszenicy (48), w której nie ma 
frakcji bogatej w argininę. Toteż obecnie uważa się, że przynajm niej 
w  tkankach  zwierzęcych istnieje nie więcej niż około 20 typów histonów, 
z k tórych znakom itą większość stanow i około 8— 10 typów. W edług 
P h i l l i p s a  (69) jeden typ histonu jest związany z wieloma grupam i 
fosforanow ym i DNA, a związek ten  raczej nie jest przypadkow y.

Doniesienia na tem at swoistości ham ującego działania głównych 
frakc ji histonow ych na syntezę RNA są kontrow ersyjne. A 11 f r  e y
i wsp. (4, 5, 6) oraz H u a n g i wsp. (44) stw ierdzili, że frakcja  bogata 
w  lizynę różni się swoimi ham ującym i własnościami od frakcji bogatej 
w  argininę. M i n g i wsp. (58) badając inhibicję polim erazy RNA przez 
histony zaobserwowali, że w układzie izolowanych jąderek  w ytw arzają 
się różne typy  RNA (C +  G lub U +  A) w zależności od dodania do układu 
różnych frakcji histonowych. B a r r  i B u t l e r  (7) natom iast u trzy ­
m ują, że działanie histonów jest nieswoiste. Także w badaniach nad wią­
zaniem  się wyodrębnionego DNA z różnym i frakcjam i histonów nie zna­
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leziono żadnego dowodu na swoistość in terakcji pomiędzy poszczegól­
nym i typam i histonów  a fragm entam i łańcuchów DNA o różnym  skła­
dzie (47, 49). Zaobserwowano jednak, że pełny p reparat DNA w ykazuje 
różną zdolność wiązania poszczególnych frakcji histonowych. Do w y trą ­
cenia tej samej ilości DNA z roztw oru potrzeba dużo m niejszej ilości 
frakc ji F 1 (0,6— 0,8 mg na 1 mg DNA) niż frakcji pozostałych, a n a j­
większej ilości frakcji F 2a (2,6 mg na 1 mg DNA). Efekt ten  trudno jest 
przypisać prostej różnicy w artości dodatniego ładunku na cząsteczkach 
poszczególnych typów histonów. Pochodzi on raczej, jak  sugerują au to ­
rzy doświadczenia, z różnicy ilości reszt zasadowych dostępnych (na sku­
tek  odpowiedniego ułożenia przestrzennego cząsteczki histonu) dla reszt 
fosforanow ych DNA. Jest możliwe na przykład, że histony typu frakcji 
F 1 są rozciągnięte wzdłuż pasm  DNA, pokryw ając dzięki tem u znacznie 
w iększą część cząsteczki DNA niż inne typy  histonów o odm iennym  
kształcie cząsteczek. Różnice w układzie przestrzennym  kompleksów róż­
nych typów histonów z DNA m ogłyby wpływać na kondensację względnie 
rozluźnienie zwojów DNA, jak  to proponował Zubay. Nie są to jednak  
różnice o tym  stopniu swoistości i zróżnicowania, aby jedynie od nich 
mogła być uzależniona całość procesów kontroli genetycznej. Wobec tych 
faktów  w ydaje się więc bardzo nieprawdopodobne, aby kontrola poszcze­
gólnych genów należała wyłącznie do sam ych histonów, są one raczej 
czynnikiem  generalnie blokującym  cały genom. M usiałyby zatem  istnieć 
jeszcze inne, bardziej swoiste czynniki kierujące procesem odblokowy­
w ania pojedynczych genów względnie nadające tę swoistość histonom.

Czynnikiem  nadającym  histonom  swoistość mogłoby być na przykład 
tw orzenie odwracalnego kom pleksu kwaśnego białka z histonem, jak  to 
proponują B u s c h  i wsp. (20):

H iston -—DNA ^  (Histon)+- +  (DNA)~
k 2

kg _
Histon — kwaśne białko ^  (Histon) +  (kwaśne białko)-

k4

W edług B u t l e r a  (24) kwaśne białka tw orzą połączenia z pew ną częścią 
DNA chromosomów stanowiącego jakby rdzeń chromosomu, podczas gdy 
pozostała przew ażająca część DNA w ystępuje w postaci nukleohistonu. 
DNA rdzenia chromosomu, związany z kw aśnym  białkiem , funkcjono­
w ałby jako gen regulujący, zaś histony regulow ałyby aktyw ność genów 
operatorow ych. W takim  w ypadku możnaby się było spodziewać, że b iał­
ka związane z genem regulującym  tw orzą się bezpośrednio na m iejscu 
swojego przeznaczenia lub w bardzo bliskim  jego sąsiedztwie. W yniki 
doświadczeń P a t e l a  i W a n g a  (68) sugerujące, że kwaśne białka 
chrom atyny są tworzone bezpośrednio na m atrycy DNA, pasują z tego 
punk tu  widzenia do hipotezy Butlera. Udział kw aśnych białek w m e­
chanizm ie kontroli genetycznej zapew niałby znacznie szersze możliwości 
swoistego spraw ow ania tej kontroli, bowiem z uwagi na swój kw aśny

4 P o s tę p y  B io c h e m ii
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charak ter białka te m ają dużo bardziej urozm aicone możliwości tw orze­
nia swoistych w iązań z DNA, na przykład w iązań wodorowych, podczas 
gdy histony są związane z DNA wyłącznie lub praw ie wyłącznie przez 
wiązania jonowe.

O statnie lata  przyniosły szereg inform acji, k tóre znowu zw racają 
większą uw agę na histony w procesie regulacji genetycznej i każą wątpić, 
czy rola ich w  tym  procesie jest rzeczywiście tak  bierna i niesw oista jak  
to w ynikałoby z poprzednio otrzym yw anych wyników. Źródłem  bardzo 
znacznej ilości tych inform acji są badania nad stym ulow anym i fitohem a- 
glutyniną (PHA) lim focytam i, k tóre są szczególnie dogodnym m odelem  
dla eksperym entów  nad aktyw acją apara tu  genetycznego komórki. Jak  
wiadomo, po dodaniu PH A w odpowiednim stężeniu do zawiesiny p ra ­
widłowych lim focytów z krw i obwodowej następuje ich transfom acja 
w  form y blastyczne, przy czym stw ierdza się najp ierw  znaczne wzmo­
żenie biosyntezy białka i RNA, następnie zaś DNA i w ystąpienie mitoz 
(28, 71). Na modelu tym  stwierdzono, że bardzo wczesnym  objawem  ak ty ­
w acji genomu, w okresie gdy nie ma jeszcze śladu wzmożenia syntezy 
histonów i DNA, w ystępuje intensyw ne acetylow anie i m etylow anie hi­
stonów (3, 71), nie hamowane przez inh ib itory  biosyntezy białka, na 
przykład purom ycynę. W tym  sam ym  okresie, m niej więcej już po upły­
wie 60 m inu t od dodania PHA, a jeszcze przed pobudzeniem  syntezy 
jakiegokolw iek białka lub RNA, zaobserwowano sięgające 100% wzmo­
żenie inkorporacji radioaktyw nego fosforu do białek jądra , przy  czym 
najw yższy obrót związanego z białkiem  fosforu obserw uje się we frakcji 
kw aśnych białek chrom atyny (50). Co więcej, wyższa koncentracja fosfo- 
proteidów  w ystępuje w regionach luźnej, czyli czynnej w procesie syntezy 
RNA chrom atyny. Fosforylacja białek jest również niezależna od procesu 
biosyntezy białka i nie ulega zaham owaniu przez inhibitory  tej syntezy. 
Kwaśne białka chrom atyny zaw ierają fosfor w stosunkowo dużej ilości 
to znaczy około 1— l,2°/o, co odpowiada 4— 5 grupom  fosforanow ym  na 
100 reszt am inokwasowych (50). Jest zatem  bardzo praw dopodobne, że 
obecność fosfoproteidów o dużym  skupieniu ładunków  ujem nych uw a­
runkow anych obecnością fosforu, może zmodyfikować in terakcję  pomię­
dzy histonam i a DNA w odpowiednim obszarze chrom atyny i w ten spo­
sób w płynąć na aktyw ność m atrycy  DNA. Stw ierdzono zresztą, że in 
vitro  zachodzi in terakcja  fosfoproteidów z histonam i i że utw orzenie 
kom pleksu z tym i białkam i zmniejsza ham ujące działanie histonów na za­
leżną od DNA syntezę RNA (50, 51). W histonach obecne są także grupy 
-SH i fosforanowe, ilość ich jest różna w różnych frakcjach  histonowych 
(46,66,70); obok zatem  acetylow ania i m etylow ania reakcje fosforylacji 
oraz u tlen ian ia grup -SH w histonach i innych białkach jąd ra  mogą sta­
nowić procesy w pływ ające na zdolność syntezy RNA w nukleochrom a- 
tynie.

W teorii w yjaśniającej m echanizm  kontroli ekspresji genów musi zna­
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leźć się również w yjaśnienie fak tu  ciągłej syntezy histonów w kom ór­
kach nie dzielących się. Poniew aż akum ulacja ich w ystępuje w yłącznie 
w związku z replikacją DNA, całkow ita ich ilość w jądrze jest ściśle sko­
relow ana z ilością DNA. Tym czasem , jak  już wspom niano powyżej, we 
w szystkich kom órkach zachodzi obrót histonów i jest on różny w czte­
rech różnych frakcjach histonow ych w kom órkach tego samego rodzaju. 
Histony nie są więc częścią stałego apara tu  genetycznego kom órki. 
S p a d l i n g  i wsp. (77) postu lu ją  istnienie dwóch zasadniczych pod 
względem funkcjonalnym  frakcji histonów  w komórce — frakcji m etabo­
licznie stałej oraz frakcji u legającej stałem u obrotowi. F rakcja  o większej 
aktyw ności metabolicznej zaw ierałaby histony znajdujące się w pobliżu 
genów aktualnie czynnych w syntezie RNA, w spółdziałające w tej syn­
tezie oraz ulegające odnowie w raz z obrotem  RNA. F rakcja  m etabolicz­
nie stała byłaby związana z genam i o aktyw ności potencjalnej, lecz nie 
działającym i aktualnie. Koncepcja, że histony mogą być bezpośrednio za­
angażow ane w m etabolizmie RNA jest tym  bardziej in teresu jąca, że 
H u a n g  i B o n n e r  (43) w kiełkach grochu, a B e n j a m i n  i wsp. 
(8) w kom órkach ssaków znaleźli kom pleks histonu z RNA. RNA ten  był 
oporny na działanie RN-azy do czasu uw olnienia z kom pleksu i hetero - 
genny w gradiencie sacharozy, a jego skład wskazywał, że nie był to ani 
RNA rybosomów ani przenoszący. Bardzo ciekawe z tego punk tu  w idze­
nia w ydają się również obserw acje B o n n e r  a (13), że RNA w ystępu­
jący w  kom pleksie z histonem  jest równocześnie związany z DNA na co 
w skazuje fakt, że sedym entuje on razem  z DNA naw et po enzym atycz­
nym  odtraw ieniu z kom pleksu kom ponentu histonowego. W związku z tym  
Bonner sugeruje, że rolą h istonu w kom pleksie RN A -nukleohiston jest 
blokowanie odpowiedniego odcinka DNA, zaś RNA — funkcja  operato­
ra—detektora  sekwencji nukleotydów  DNA. Za słusznością tej sugestii 
przem aw ia wspom niany już fak t, że RNA związany z histonem  jest w y­
soce niejednorodny. Próby jego hybrydyzacji z DNA całego genomu w y­
kazały, iż w stanie w ysycenia tym  RNA związaniu ulega około 5%  cał­
kowitego DNA, podczas gdy ty lko 0,3% tego samego DNA tw orzy h y ­
brydy  z RNA rybosomów, a około 0,05% z RNA przenoszącym  z tych 
sam ych komórek.

Z zagadnieniem  udziału białek w procesie kontroli genetycznej wiąże 
się ściśle problem  zaburzenia tej kontroli w kom órkach nowotworowych. 
Toteż od w ielu lat trw ają  badania m ające na celu w ykrycie cech różnią­
cych białka jądra  kom órki praw idłow ej i nowotworowej. Badania te  jed ­
nakże nie wniosły dotychczas nic praw dziw ie istotnego. Sygnalizow any 
z kilku pracow ni fak t znalezienia jakiegoś specjalnego histonu w ystępu­
jącego wyłącznie w kom órkach nowotworowych (określanego nazwą 
R P-P-L) (14, 30, 56), nie został potw ierdzony i w łaściwie jedyną bezspor­
ną różnicą pomiędzy białkam i kom órki nowotworowej a praw idłow ej 
jest aktyw ność m etaboliczna histonów. Mianowicie w kom órkach nowo-
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tw orow ych zdolność wbudow yw ania aminokwasów do histonów jest w yż­
sza niż do białek hom ogenatu z całej kom órki oraz do białek frakc ji cy- 
toplazm atycznych, podczas gdy w kom órkach praw idłow ych w budow y­
wanie do histonów jest m niejsze niż do innych białek kom órkow ych (16,
18, 21, 78). Trzeba dodać jednak, że nie jest to wyłącznie cecha kom ó­
rek  nowotworowych, gdyż szybkość obrotu histonów rośnie w raz ze 
w zrostem  szybkości podziałów kom órkowych tkanki (39, 52, 81). W resz­
cie coraz większe zainteresow anie budzą stosunkowo dotychczas bardzo 
mało zbadane dwa inne zjawiska, w których zachodzi w w arunkach  fi­
zjologicznych aktyw acja genomu pod wpływem  bodźca pochodzącego 
z zew nątrz kom órki: transform acja kom órek pod wpływem  antygenu 
oraz reakcja  kom órki wrażliwej na stym ulację horm onalną. Istn ieją  n ie­
liczne na razie doniesienia, że zarówno w kom órkach stym ulow anych 
antygenem  (9) jak  i pod wpływem  działania hormonów (74, 75) zachodzą 
zm iany w histonach. Bliższe poznanie obu tych procesów rzuci n ie­
w ątpliw ie dodatkowe światło na działanie m echanizm ów kontroli gene­
tycznej.
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LU D W IK A  ZAG O RSK A*

Informacja genetyczna w rozwoju zarodkowym 

Expression of Gene Action during Embryogenesis

Synthesis of m RNA and protein during em bryogenesis is described. The m echanism s 
o f th e control of em bryonic developm ent are discussed.

Inform acje genetyczne dotyczące budowy i funkcji organizm ów prze­
kazyw ane są z pokolenia na pokolenie za pośrednictw em  kw asu dezo­
ksyrybonukleinow ego (DNA). Inform acje te zapisane sekw encją zasad 
DNA decydują o swoistości syntetyzow anych białek. O dczytyw anie in­
form acji zachodzi w dwóch etapach: w pierw szym  (transkrypcja) — 
tw orzy się mRNA o sekwencji zasad kom plem entarnej do m atrycy  DNA 
i w tej form ie zapis zostaje przeniesiony do rybosomów — m iejsca syn­
tezy białka; w  drugim  etapie (translacja) na podstaw ie inform acji za­
w arte j w mRNA syntetyzuje się białko (23, 38, 41, 51). Zespół białek 
istniejący w kom órce decyduje o jej fenotypie.

Nie w szystkie jednak inform acje zaw arte w DNA zostają w ykorzy­
stane przez kom órkę. Przykładem  mogą tu  być kom órki zróżnicowanych 
tkanek. We w szystkich tych kom órkach w ystępuje tak i sam DNA (33), 
jednakże w  zależności od rodzaju tkank i syntetyzują  one różne białka 
i spełniają różne czynności.

Podobnie jes t również w czasie rozw oju embrionalnego. Jeżeli p rzy­
jąć, że w w yniku podziałów m itotycznych następuje zawsze w ierna 
rep likacja  DNA, każda kom órka rozwijającego się zarodka pow inna za­
w ierać DNA będące kopią DNA zapłodnionego jaja. W czasie rozw oju 
pow stają jednak  stopniowo z jednej komórki, jaką jest zapłodnione jajo, 
różne typy  kom órek. Zachodzi więc pewien wybór inform acji zaw artych 
w DNA — w zależności od etapu rozw oju i od um iejscow ienia kom órki, 
ty lko pew na część tych wiadomości zostaje w ykorzystana.

Musi zatem  istnieć precyzyjny m echanizm  kontrolujący akcję genów 
podczas rozw oju em brionalnego. Zakłada się, że może on działać za­
równo na poziomie transk rypcji jak  i translacji. W pierw szym  przypadku 
odczytyw ane byłyby tylko pewne określone odcinki nici DNA, w  związku

* M gr, Instytut B iochem ii i B iofizyk i PAN, W arszawa
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z czym tw orzący się mRNA niósłby tylko inform ację zaw artą w tych 
fragm entach . W drugim  przypadku, mRNA istn iejący w komórce za­
w ierałby całość inform acji zapisanej w DNA, ale w takiej form ie, że 
ty lko  część z nich byłaby dostępna dla aparatu  syntezy białka.

I. Układ syntezy białka w niezapłodnionym i zapłodnionym jaju

W niezapłodnionym  ja ju  synteza białka nie odbywa się (26, 50). 
Liczne prace w skazują jednak, że zawiera ono wszystkie elem enty ukła­
du biosyntezy białka. Z prac M a g g i o  i C a t a l a n o  oraz S t a - 
v y ’e g o  i G r o s s a  (50) wynika, że w niezapłodnionym  jaju  w ystę­
pują  w szystkie czynniki rozpuszczalne biorące udział w pow staw aniu 
białka.

W ykazano także, że w niezapłodnionym  ja ju  w ystępuje mRNA. 
B r o w n  i L i t t n a  (4) po w strzyknięciu 32P 0 43- żabie Xenopus laevis 
przed ow ulacją wyizolowali z niezapłodnionych jaj heterogenny, wyso- 
kocząsteczkowy 32P-RNA, k tó ry  został zsyntetyzow any w czasie ooge- 
nezy. Ja jo  zawiera 1—6 mug tego typu RNA, co stanow i ilość 100—600 
razy większą od ilości DNA zawartego w ja ju  (6). Obecność wysokoczą- 
steczkowego nierybosomowego RNA stw ierdzono również w ja ju  jeżowca 
(17, 18, 54). M a g g i o  i wsp. (26) wykazali, że RNA z niezapłodnionych 
jaj jeżowca Paracentrotus  stym uluje włączenie aminokwasów do białek 
w układzie bezkomórkowym  pochodzącym z w ątroby, zatem  spełnia rolę 
mRNA. S l a t e r  i S p i e g e l m a n  (43) stw ierdzili, że RNA z nieza- 
płodnionego jaja  jeżowca Lytechinus pictus w ykazuje w układzie bezko­
m órkow ym  z E. coli tylko 4— 5°/o aktyw ności w porów naniu z oczysz­
czonym RNA faga MS-2, uw ażanym  za czysty mRNA. Zatem  mRNA 
stanow i w niezapłodnionym  ja ju  jeżowca 4—5°/o ogólnej ilości RNA.

Za istnieniem  mRNA w niezapłodnionym  ja ju  przem aw iają również 
pew ne dane pośrednie. Bezjądrowe fragm enty  ja ja  jeżowca, pobudzone 
partenogenetycznie do rozw oju, początkowo syn tetyzu ją  białko z taką 
sam ą intensyw nością co norm alne zarodki (3, 13). Synteza białka zachodzi 
także w zarodkach rozw ijających się w obecności aktynom ycyny D (15, 
16, 19, 44) ham ującej syntezę RNA zależną od DNA. W obydwu tych 
przypadkach synteza mRNA nie może zachodzić, należy zatem  przyjąć, 
że syntezą białka w pierw szych etapach rozw oju zarodka k ieru je  mRNA, 
k tó ry  był obecny w ja ju  przed zapłodnieniem.

Można więc powiedzieć, że niezapłodnione jajo  posiada zmagazyno­
w any RNA; zaw arta w nim inform acja nie jest jednakże odczytyw ana 
przed zapłodnieniem.

W niezapłodnionym  ja ju  stw ierdzono również obecność rybosomów 
(21, 26, 30, 50) w większości w ystępujących w postaci monosomów (21, 
50). Przypuszczano, że aktyw ność ich jest upośledzona, ponieważ RNA
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z w ątroby szczura słabo stym ulow ał włączenie am inokwasów w obec­
ności rybosomów z niezapłodnionego ja ja  jeżowca (26). Jednakże okazało 
się, że te same rybosom y przeprow adzają włączanie fenyloalaniny do 
białek pod wpływem  poli U, m atrycy  o większym  powinowactwie do 
rybosomów niż obcy gatunkowo RNA z w ątroby  (34, 35, 36). Nie w ydaje 
się zatem aby s tru k tu ra  rybosom ów z niezapłodnionego ja ja  była zmie­
niona w sposób naruszający ich aktyw ność. Koncepcję tę  potw ierdzają 
badania S l a t e r a  i S p i e g e l m a n a  (42), k tórzy stw ierdzili, że 
skład zasad i własności chemiczne rybosomowego RNA z jaj jeżowca 
przed zapłodnieniem  są takie same jak  u wczesnych zarodków, posiada­
jących aktyw nie działające rybosom y.

Brak syntezy białka w niezapłodnionym  ja ju  można w yjaśnić p rzy j­
mując, że pomiędzy mRNA i rybosom am i nie zachodzi in terakcja  i tym  
samym  inform acja niesiona przez mRNA nie może zostać odczytana. Nie- 
łączenie się mRNA z rybosom am i mogłoby być spowodowane zabloko­
waniem  m iejsc przyczepu na rybosom ie lub też zablokowaniem  mRNA. 
W edług M o n r o y ’a i wsp. (34) w niezapłodnionym  ja ju  istn ieją  biał­
kowe inhibitory, które uniem ożliw iają syntezę białka. Zdolność do tej 
syntezy zostaje przyw rócona po usunięciu inhibitorów , praw dopodobnie 
w w yniku działania specyficznych proteaz, których aktyw ność w ja ju  
po zapłodnieniu w yraźnie w zrasta (24).

Są dane (30) wskazujące, że mRNA w niezapłodnionym  ja ju  zaw arty  
jest w cząstkach cięższych od rybosomów. M a n o  i N a g a n o  (30) 
porównali stym ulację włączenia am inokwasów do białek przez RNA 
wyizolowany z różnych frakcji kom órkow ych z niezapłodnionego i za­
płodnionego ja ja  (tablica 1). Okazało się, że RNA w ykazujący aktyw ność 
mRNA związany jest przed zapłodnieniem  z frakcją  osiadającą podczas 
wirowania przy 12 000 g, natom iast po zapłodnieniu przem ieszcza się on

T a b l i c a  1

W pływ  mRNA izolow anego z różnych frakcji subkom órkow ych jaja na w łączan ie  
am inokw asów  do białek * (wg 30)

Frakcje 
otrzym ane z jaj

Z dcdstk iem  mRNA
Bez dodatku 

mRNA homogenalu osadu 
12 000<7

mikrosomów supernatan- 
tu 105 000 gr

Przed zapłodnie­
niem 38 256 334 80 158

Po zapłodnieniu 202 307 93 328 252

Przed zapłodnie­
niem  po działaniu  
trypsyny 73 321 l'-ó 317 218

* u k ła d  w łą c z a ją c y  p o c h o d z i z ja ja  n ie z a p ło d n io n e g o . W y n ik i p o d a n o  w  im p /m in /m g  
b ia łk a
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do frakcji m ikrosomowej i supernatan tu  105 000 g. Cząstki przechow ujące 
mRNA, k tó ry  nie bierze udziału aktualnie w  syntezie białka zostały 
przez S p i r i n a  (46) nazwane inform osom am i; zaw arty  w nich mRNA 
chroniony jest przed degradacją.

Jak  widać z tablicy 1 przem ieszczenia aktyw ności mRNA analo­
giczne do tych, które zachodzą po zapłodnieniu, w ystępują również pod 
w pływ em  działania trypsyny  na niezapłodnione jajo (30). T rypsyna uw al­
nia zapewne mRNA związany we frakcji cięższej od rybosomów.

M a n o  (29) wykazał, że w w yniku zapłodnienia ja ja  z informosomów 
uw alnia się mRNA, a proces ten  związany jest z aktyw acją specyficznych 
proteaz. S tw ierdził on (rysunek 1), że we frakcji subkom órkowej nieza- 
płodnionego ja ja  zawierającej mRNA nie w ykryw a się aktyw ności p ro­
teaz. Po zapłodnieniu z frakcji tej znika RNA, a jednocześnie pojaw ia 
się aktyw ność proteolityczna co sugeruje, że z tym i sam ym i cząstkam i, 
k tóre przechow ują mRNA, związane są specyficzne proteazy. Uwolniony 
w w yniku zapłodnienia mRNA łączy się z rybosom am i z w ytw orzeniem  
polisomów. Obecność polisomów w zapłodnionym  jaju , w przeciw ieństw ie 
do ja ja  niezapłodnionego potw ierdzają również inni autorzy (21, 49).

Rys. 1. L okalizacja aktyw ności proteolitycznej i mRNA w  subfrakcjach komórki 
jajow ej: A) przed zapłodnieniem , B) 10 m inut po zapłodnieniu  

F ra k c je  „ in fo r m o s o m ó w ” to  je s t  o sa d y  o tr z y m a n e  p o d cza s  w ir o w a n ia  p rzy  8 000 g przez  
10 m in . p o d d a n o  w ir o w a n iu  (130 580 g, 150 m in .) w  g r a d ie n c ie  sa c h a ro z y  (w g  29).

•  -  •  -  •  R N A  
O  — O  — O  a k ty w n o ść  p ro teaz

Można zatem  przyjąć, że niezapłodnione jajo  zaw iera zmagazynowa­
ny  mRNA, niezdolny do translacji i zw iązany z frakcją  kom órkową różną 
od rybosomów.

Po zapłodnieniu mRNA uwolniony najpraw dopodobniej na drodze 
proteolizy służy w pierw szych stadiach rozw ojow ych jako m atryca w ak­
tyw nie przebiegającej w tym  okresie syntezie białka.
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II. RNA i synteza białka w  trakcie embriogenezy

Jak  w ykazały ostatnie badania (1, 4, 5, 17, 19, 36, 47, 55) w krótce po 
zapłodnieniu w zarodkach rozpoczyna się synteza RNA — głównie mRNA. 
Początkowo niew ielki poziom tej syntezy w zrasta w yraźnie w stadium  
późnej blastuli. We wczesnych stadiach rozwojowych tw orzy się również 
tRNA (1,7). Rybosomowy RNA w ystępujący we wczesnych zarodkach 
pochodzi z kom órki jajow ej (10), a synteza nowych jego porcji rozpoczy­
na się dopiero od m om entu gastru lacji (4, 9,19).

Nowopowstały po zapłodnieniu mRNA nie bierze udziału w syntezie 
białka zachodzącej we wczesnych stadiach embriogenezy (okresy bruzd- 
kowania i wczesnej blastuli). W zarodkach jeżowca rozw ijających się 
w  obecności aktynom ycyny D, a więc w w arunkach  uniem ożliw iających 
powstawanie mRNA zachodzi synteza białka, rozwój przebiega norm alnie 
do stadium  gastruli, potem  jednak  zarodki giną (19). Również u osłonie 
.aktynom ycyna D nie w pływ a na syntezę białka zachodzącą zaraz po 
zapłodnieniu (44). Można więc wnioskować, że m atryca dla białek syn te­
tyzow anych w stadiach bruzdkow ania i wczesnej b lastu li istn ieje  już 
wcześniej w niezapłodnionym  jaju . Do chwili gastru lacji zatem  rozwój 
przebiega pod kontrolą aparatu  genetycznego m acierzystej komórki. 
W przypadku m erogonii (rozwój bezjądrow ego fragm entu  ja ja  zapłodnio­
nego norm alnym  plem nikiem ) w pływ  ojcowskiego genomu zaczyna w y­
rażać się dopiero w czasie gastru lacji (1). Chociaż więc w stadiach b ruzd­
kowania i b lastu li genom zygoty przejaw ia pew ną aktyw ność, w yraża­
jącą się syntezą mRNA, to zapewne nie w pływ a to na rodzaj syntetyzo­
w anych wówczas białek.

Sugestie, że synteza białek we wczesnych etapach rozw ojow ych za­
chodzi niezależnie od syntezy mRNA zostały potw ierdzone przez analizę 
białek tw orzących się w  tym  okresie. S p i e g e l  i wsp. (45) podając 
14C-walinę i identyfikując białka za pomocą elektroforezy na żelu polia- 
krylam idow ym  stw ierdzili, że zarodki jeżowca rosnące w obecności ak ty ­
nom ycyny D produkow ały w ciągu 3— 4 godz. po zapłodnieniu takie same 
białka co zarodki kontrolne. Podobne w yniki otrzym ali T e r m a n 
i G r o s s  (52), stosując jednak do w ykryw ania  radioaktyw nych frakcji 
białkow ych czulszą m etodę — autoradiografię. Typy białek tw orzących 
się w stadium  zygoty i stadium  blastu li są podobne (52). A więc białka 
syntetyzow ane w tych  stadiach nie są jeszcze charakterystycznym i biał­
kam i zarodka. Ich rodzaj nie zmienia się w raz z jego rozw o jem — tym  
sam ym  nie mogą być one związane z różnicowaniem  się zarodka.

Poniew aż synteza białka konieczna jest do przebiegu podziałów ko­
m órkowych, sugerowano, że syntetyzow ane po zapłodnieniu białka zwią­
zane są z aparatem  m itotycznym  (19, 28, 48). Jednakże W i l  t i wsp. (57) 
wykazali, że dodatek purom ycyny do zarodków jeżowca w 30 m inut po 
zapłodnieniu nie ham ował m itoz aż do 100 m inut po zapłodnieniu. W za­
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rodku m usi zatem  istnieć pewien zapas białek apara tu  mitotycznego, n a j­
praw dopodobniej pochodzący z kom órki jajow ej, a now osyntetyzow ane 
we wczesnych stadiach em briogenezy białka, zdaniem  autorów, nie są 
związane z apara tem  m itotycznym .

S i l v e r  i C o m b  (40) przeprow adzając analizę białek syntetyzo­
w anych u jeżowca w czasie pierw szych stadiów rozwojowych stw ierdzili, 
że przynajm niej jedna  z grup białek rozpuszczalnych w kwasie octowym  
związana jest z frakc ją  jądrow ą. Są one selektyw nie syntetyzow ane we 
wczesnej b lastu li. A utorzy sugerują, że białka te, chociaż ich skład am i- 
nokwasowy różni się od składu aminokwasowego zasadowych białek 
z jąder ssaków, mogą spełniać podobną regulacyjną rolę co histony; 
tym  bardziej, że ich synteza poprzedza bezpośrednio m om ent wzmożonej 
syntezy mRNA. Nie wykazano jednak, że białka te in vivo  połączone są 
z DNA, trudno  więc jeszcze wyciągać ostateczne wnioski co do ich 
znaczenia.

Rys. 2. Z aw artość poszczególnych k las polisom ów  w  rosnących zarodkach jeżow ca
(wg 2 2 )

------• ------- • ------------r -p o liso m y
------O ------- O ------------s -p o lis o m y

Pow stający  w pierw szym  okresie po zapłodnieniu mRNA nie bierze 
udziału w zachodzącej podówczas syntezie białka, jest więc praw dopo­
dobnie w  jakiś sposób m agazynow any w zarodku. S t a v y  i G r o s s  
(50) stw ierdzili, że mRNA w zarodkach zm agazynowany jest, podobnie 
jak  w ja ju , we frakcji ciężkich cząstek, a więc w pew nej klasie poliso­
mów. W cytoplazm ie zarodków jeżow ca obecne są dwie grupy polisomów: 
szybko sedym entujące o stałej sedym entacji 300S1, oznaczane jako r-poli- 
somy (ang. rapid polysomes) i sedym entujące wolniej s-polisomy (ang. 
slow polysomes) o stałej sedym entacji 200S, przy czym r-polisom y są 
ak tyw ne w  syntezie białka, podczas gdy s-polisomy w ykazują tylko nie­
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wielką aktywność (47). I n f a n t e  i N e m e r  (22) zbadali tw orzenie 
się obu klas polisomów w rosnących zarodkach jeżowca, a także wpływ 
aktynom ycyny D na ten  proces oraz na syntezę białka w zarodku.

Rys. 3. Zawartość r-polisom ów  i szybkość syntezy białka w  zarodkach jeżowca
(wg 2 2 )

------® ------ © ------- — r -p o liso m y
-----O ------- O ----------- r -p o liso m y  w  o b e c n o ś c i a k ty n o m y c y n y  D

-------- ------------------ w łą cza n ie  w a lin y
--------------------- w łą cza n ie  w a lin y  w  o b e c n o śc i a k ty n o m y c y n y  D

Stw ierdzili oni (rysunek 2), że ilość s-polisomów w zarodkach w p ierw ­
szych etapach po zapłodnieniu gwałtow nie w zrasta, osiąga m aksim um  
w stadium  blastu li i od tego m om entu zaczyna maleć. Ilość r-polisom ów 
również gwałtownie w zrasta, po czym u trzym uje się na stałym  poziomie 
podczas bruzdkow ania i b lastulacji, aby ponownie wzrosnąć przed okre­
sem gastrulacji. Ponieważ odbywa się to jednocześnie ze spadkiem  za­
w artości s-polisomów, autorzy uw ażają, że r-polisom y tw orzą się w za­
rodku kosztem s-polisomów. A ktynom ycyna D ham uje pow staw anie 
s-polisomów. W związku z tym  autorzy przyjm ują, że now osyntetyzo- 
w any mRNA gromadzi się w łaśnie w s-polisomach. Ham ując pow staw anie 
s-polisomów aktynom ycyna D powoduje tym  samym  spadek ilości r-poli- 
somów w zarodku (rysunek 3). Zm ianom  zaw artości r-polisom ów zarówno 
w zarodkach kontrolnych jak  i rosnących w  obecności aktynom ycyny D, 
odpowiadają zmiany w szybkości syntezy białka. W ydaje się zatem , że 
syntetyzow any bezpośrednio po zapłodnieniu mRNA istotnie jest gro­
madzony w nieaktyw nych polisomach o stałej sedym entacji 200S, a przed 
gastru lacją polisomy te są zastępowane przez aktyw ne w syntezie białka 
ciężkie polisomy o stałej sedym entacji 300S1. Trzeba podkreślić, że ilość 
s-polisomów zmniejsza się po b lastu lacji, wiadomo zaś, że mRNA tw o­
rzący się bezpośrednio po zapłodnieniu konieczny jest do przebiegu ga­
stru lac ji (44), oba zjawiska są więc zbieżne w czasie.
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Jak  już wspom niano, poziom syntezy mRNA w stadiach bruzdkow a- 
nia i b lastu li jest nieznaczny, w zrasta jednak w yraźnie w okresie poprze­
dzającym  bezpośrednio gastrulację. W zarodkach żaby Xenopus laevis 
na przykład zachodzi w tym  okresie s tokro tny  w zrost syntezy RNA (12). 
B a c h v a r o v a  i wsp. (1) podawali przez 1 godzinę 3H -urydynę zarod­
kom Xenopus laevis w stadium  7* (blastula), 9 (późna blastula) i 10 
(wczesna gastru la), po czym wydzielony z nich RNA rozdzielali na  żelu 
Seplnadex G-100. Stw ierdzili oni, że najw iększy przyrost ilości nowo- 
syntetyzow anego wysokocząsteczkowego RNA zachodzi pomiędzy stad ia ­
mi 7 i 9, przy  czym RNA ten  ma skład zasad podobny do DNA. Można 
więc przypuszczać, że w zarodku po osiągnięciu stadium  8 następu je  
w yraźny skok w syntezie mRNA. Co więcej, różne części zarodka sy n te ­
tyzują różne ilości nowego mRNA. RNA ten  zostaje bezpośrednio zużyty 
jako m atryca do syntezy specyficznych białek gastru li (44). Białka syn­
tetyzow ane w tym  okresie są różne od białek w ytw arzanych w czasie 
bruzdkow ania i b lastu lacji (52) i zaw ierają po raz pierw szy typy  białek 
dorosłego organizm u (39). G astru lacja jest więc przełom owym  okresem  
w rozwoju zarodka: do tego m om entu rozwój przebiegał zgodnie z m atrycą 
w ytw orzoną jeszcze przed zapłodnieniem  — teraz po raz pierw szy kon­
tro lę nad rozw ojem  przejm uje genom zarodka i dochodzi do ak tyw acji 
pew nych genów, związanej zapewne z zaczynającym  się różnicowaniem  
zarodka.

Przytoczone badania nad syntezą mRNA nie mówią nic czy produko­
w any w kolejnych stadiach rozwojowych mRNA jest taki sam  czy różny 
ani czy poszczególne regiony zarodka w ytw arzają  różne rodzaje RNA. 
Odpowiedzi na te  py tan ia próbowano uzyskać porów nując różne p repa­
ra ty  zarodkowego mRNA m etodą hybrydyzacji (11, 12, 14, 15). M etoda 
ta, oparta  na zdolności do tw orzenia hybrydów  przez kom plem entarne 
odcinki kwasów nukleinow ych pozwala stw ierdzić, czy dane p repara ty  
RNA posiadają jakieś wspólne sekwencje. D e n i s  (11, 12), badał m e­
todą hybrydyzacji mRNA syntetyzow ane w poszczególnych stadiach 
rozwojowych Xenopus laevis (rysunek 4). Stosował on dw a typy  doś­
wiadczeń: 1) badanie kom petycji pomiędzy znakowanym  RNA z zarodka 
w określonym  stadium  i nieznakow anym  RNA z tego samego lub innego 
stadium  rozwojowego i 2) m ierzenie nasycenia DNA przez radioaktyw ne 
RNA z poszczególnych okresów rozwojowych.

R ysunek 4A przedstaw ia kom petycję pom iędzy pulsowo znakowa­
nym  RNA ze stadium  42 i nieznakow anym i RNA ze stadiów w cześniej­
szych. W skazuje on, że sekw encja nukleotydow a RNA z bruzdkującego 
ja ja  jest całkowicie różna od sekw encji RNA z kijanki, a w raz z rozwo­

* Rozwój em brionalny X enopus laevis  został usystem atyzow any i podzielony  
na poszczególne etapy opatrzone kolejnym i num eram i (37). System atyka ta jest 
goln ie przyjętą w  literaturze przedm iotu i dlatego stosow ana jest w  tym  arty­
kule.
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jem  zarodka pow stający RNA sta je  się stopniowo coraz bardziej podobny 
do RNA ze stadium  kijanki. Z rysunku  4B widać, że im zarodki są s ta r­
sze tym  większe jest podobieństwo pom iędzy ich RNA a RNA ze stadium  
pączka ogonowego. RNA ze stadium  kijanki w ykazuje naw et większy 
stopień kom petycji niż sam ze sobą RNA ze stadium  pączka ogonowego, 
ponieważ prawdopodobnie w szystkie typy  RNA, które w ystępują  w sta ­
dium  pączka ogonowego obecne są również w starszych zarodkach, ale 
w większej ilości kopii. Rysunek 4C wskazuje, że p repara ty  RNA z neu- 
ru li i późniejszych stadiów w ykazują m niejszy stopień kom petycji niż 
sam ze sobą RNA z gastruli. Świadczy to, że RNA z gastru li zaw iera 
pewne sekwencje nukleotydow e, k tó re  później, w starszych, zróżnico­
w anych zarodkach już nie w ystępują. Na podstawie tych  doświadczeń 
obliczono że RNA z gastru li zaw iera 18%, a RNA ze stadium  pączka 
ogonowego 66% sekw encji nukleotydow ych obecnych w RNA ze stadium  
kijanki.

Rys. 4. W spółzaw odnictw o o m iejsce na D NA  m iędzy różnym i preparatam i RNA
z zarodków  X. laevis  (wg 12)

A) pom iędzy RNA ze stadium  kijanki i RNA ze stadjów  w cześniejszych ,
B) pom iędzy RNA ze stadium  pączka ogonow ego i RNA ze innych stadiów ,
C) pom iędzy RNA ze stadium  gastru li i RNA z innych stadiów .

C y fr y  p rzy  k r z y w y c h  o zn a cza ją  s ta d ia  r o z w o jo w e  o d p o w ia d a ją c e  n a s tę p u ją c y m  eta p o m  
em b r io g e n e z y  (w e d łu g  N i e u w k o o p a  i  F a b e r a  (37)):

6— 9 b ru zd k o w a n ie  26— 30 s ta d iu m  p ą czk a  o g o n o w e g o
11— 13 g a s tr u la  35— 42 s ta d iu m  k ija n k i
15— 25 n eu ru la

Z pracy Denisa w ynikają następujące wnioski: a) w stadium  gastru li 
syntetyzow any jest pewien typ mRNA, którego starsze zarodki już nie 
syntetyzują, b) w raz z rozwojem  w zrasta  podobieństwo m iędzy mRNA 
zarodka a mRNA organizm u dorosłego, c) w szystkie fragm enty  DNA 
aktyw ne w syntezie RNA w stadium  pączka ogonowego są również 
aktyw ne w  syntezie mRNA późniejszych stadiów rozwojowych. Zatem , 
zdaniem  autora, w czasie rozw oju u jaw niają  się kolejno nowe obszary 
genomu.

Denis określił również stopień homologii pomiędzy p repara tem  RNA 
z różnych stadiów rozwojowych X .la ev is  i DNA tej żaby (tablica 2).
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Zastosował niezależnie dw a typy  znakowania RNA: a) ciągły — przez po­
danie 32P-ortofosforanu samicom przed owulacją, co zapewnia rad ioak­
tywność puli nukleotydow ej przez cały okres rozwoju, b) pulsow y — 
podając w określonych m om entach rozwoju przez 1 godzinę HC 0 2 i izo­
lując RNA z zarodków po 11 godzinach od podania izotopu.

T a b l i c a  2

Ilość hybrydyzującego RNA w  zarodkach X. laevis  w  różnych stadiach
rozw ojow ych (wg 1 2 )

Etap rozwoju zarodka Typ znakowania Ilość hybrydyzu­
jącego RNA (mfjig)

°/o nasycenia  
DNA

Gastrula 32P — ciągłe 12 2,4
14C 0 2 — 11 godz. 13 2,4

Strdium  pączka 32P — ciągłe 34 5,0
ogonowego 14C 0 2 — 11 godz. 24 3,0

P ływ ająca kijanka 32P — ciągłe 78 8,5
14C 0 2 — 11 godz. 42 1,8

RNA izolowany z gastru li zarówno po znakowaniu ciągłym jak  i pu l- 
sowym w ykazuje ten  sam  stopień kom plem entarności w stosunku do 
DNA, a zatem  czas trw an ia  mRNA gastru li musi być krótszy niż 11 go­
dzin. Z kolei RNA izolowany ze stadiów późniejszych, znakowany w spo­
sób ciągły, w ykazuje w iększy stopień kom plem entarności niż RNA z tych 
stadiów znakow any pulsowo. W starszym  zarodku od stadium  gastruli, 
obok frakcji znakującej się szybko, pojaw ia się zatem  pew na frakcja  
mRNA stabilna, o długim  okresie półtrw ania. Izotop podany po gastru- 
lacji nie znakuje jej, co w skazuje na to, że została ona w ytw orzona we 
wcześniejszych stadiach rozw ojow ych i fragm enty  DNA, które były 
aktyw ne w jej syntezie przestały  już działać. Jednak  produkty  tych 
części genomu czynne są nadal w form ie stabilnego mRNA. Doświadcze­
nia F l i c k i n g e r a  i wsp. (14), oparte również na hybrydyzacji, w ska­
zują ponadto, że w stadium  pączka ogonowego RNA z części grzbietowej 
jest różny od RNA z części brzusznej.

Również badania nad rodzajam i mRNA u jeżowca potw ierdziły po­
gląd, że w stadium  gastru lac ji następuje nie tylko ilościowy skok w pro­
dukcji mRNA, ale także pow stają pewne odm iany specyficzne ty lko dla 
tego stadium  (54).

III. Uwagi końcowe

Przedstaw ione w poprzednich rozdziałach fak ty  w skazują, że regu­
lacja rozw oju zarodkowego zw ierząt dotyczy zarówno procesu tra n s­
krypcji jak  i translacji.
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Zaraz po zapłodnieniu w ja ju  rozpoczyna się synteza mRNA, a jej 
intensywność w zrasta bardzo w ydatnie w okresie gastru lacji (1). S yn te­
tyzow any w tym  stadium  mRNA, różny od RNA ze stadiów w cześniej­
szych, staje się coraz bardziej podobny do mRNA dorosłego organizmu. 
Odczytywanie genomu jest więc stopniowe: początkowo jest on praw ie 
w całości zablokowany, potem  zaś uaktyw nia się coraz więcej jego frag ­
mentów. Mamy tu  też do czynienia z inhibicją transkrypcji, pewne ro­
dzaje mRNA bowiem, które na krótko pojaw iają się w gastruli, w n a ­
stępnych stadiach rozwojowych już nie w ystępu ją  (12).

Coraz szerzej przyjm ow any jest pogląd, że w organizm ach wyższych 
transk rypcja  kontrolow ana jest przez zasadowe białka jąd ra  kom órko­
wego (8). Ilość histonów w jądrach  różnych tkanek  jest prawdopodobnie 
różna (8), podczas gdy ilość DNA w jąd rach  kom órek z różnych tkanek  
jest taka sama (33). Zawartość histonów może się zmieniać w zależności 
od stadium  rozwoju zarodka (2). W rozw ijających się zarodkach jeżowca 
tw orzy się pewna frakcja  białek jądrow ych, zbliżona do histonów, której 
można przypisywać rolę regulatora syntezy mRNA w embriogenezie. 
Histony ham ują in vitro biosyntezę mRNA w układzie zaw ierającym  po- 
lim erazę RNA, tró jnukleotydy i primer  DNA, przy czym całkow ite za­
hamowanie osiąga się przy stosunku wagow ym  histonów do DNA rów ­
nym  1:1 (20). Histony prawdopodobnie ilościowo wiążą DNA nie dopusz­
czając do tw orzenia się na nim  m atrycy  RNA. W strzyknięte do jąder 
jaj żaby histony ham ują rozwój zarodka w  stadium  późnej b lastu li 
(31, 53).

Można więc przypuszczać, że tran sk rypc ja  w procesie rozw oju zarod­
kowego regulow ana jest zgodnie ze schem atem  działalności genu propo­
nowanym  przez M i r s k  y ’ego (32), zakładającym  regulację syntezy 
mRNA przez stopniowe odłączanie się histonu od nici DNA, co umożliwia 
odczytanie inform acji genetycznej.

Liczne fak ty  doświadczalne w skazują jednak, że w czasie pierwszych 
stadiów rozwojowych biosynteza białka kontrolow ana jest także na po­
ziomie translacji. Obecny w ja ju  n ieaktyw ny w biosyntezie białka mRNA 
w ystępujący w form ie tak  zwanego zam askowanego mRNA (46) zaczyna 
spełniać rolę m atrycy dopiero po zapłodnieniu. Odm askowanie w mo­
mencie zapłodnienia odbywa się praw dopodobnie przez proteolityczne 
uwolnienie mRNA ze s tru k tu r  rybonukleoproteidow ych (informosomów) 
(30, 46).

Również mRNA tworzący się w pierw szych stadiach po zapłodnieniu 
znajduje się w postaci zamaskowanej (22). W skutek zablokowania w n ie­
aktyw nych polisomach 2005 mRNA z wczesnych stadiów rozwojowych 
zostaje odblokowany dopiero przed gastru lacją  pod wpływ em  działania 
trypsyno-podobnych proteaz (27) i sta je  się m atrycą do syntezy białek 
specyficznych dla tego stadium .

5 P o s tę p y  B io c h e m ii
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Przemiany kwasów nukleinowych w komórce 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 m etabolism  in  A cetabularia  are 
discussed under the aspects of functional and constitutional p ecu liarities of this

alga.

Glon acetabularia jest cennym  obiektem  dla badań biochemicznych 
w dziedzinie stosunków i związków m etabolicznych między poszczegól­
nym i organellam i kom órkowymi. W ypływ a to przede wszystkim  z faktu, 
że jako jedyny spośród organizmów wyższych jest on zdolny do życia 
przez dłuższy okres czasu po usunięciu jąd ra  komórkowego. W pozba­
wionych jąd ra  kom órkach lub naw et we fragm entach kom órkowych 
przebiega nadal fotosynteza (28, 65, 66) i synteza białek (1, 16, 17, 67); 
fragm enty  te zdolne są również do m orfogenezy (37, 41). D ojrzały glon 
jest zróżnicowany na trzy  podstaw owe elem enty — chw ytniki, trzonek 
plechy i kapelusz, pełniący rolę organu generatyw nego. Jądro  kom ór­
kowe glonu — osiągające niespotykane u innych organizmów rozm iary 
(do 80|.i średn icy )— umieszczone jest w chw ytniku, k tó ry  można w sto­
sunkowo łatw y sposób odciąć od plechy. Dzięki tem u acetabularia  jest 
doskonałym  obiektem  badań nad m etabolicznym i zależnościami między 
organellam i i nad autonom ią m etaboliczną chloroplastów.

Dokładniejsze opisy dotyczące stanow iska system atycznego aceta- 
bularii, morfologii i anatom ii jej kom órki oraz rozw oju osobniczego orga­
nizmu podaliśm y w oddzielnej publikacji (37). Tam też odsyłam y czytel­
nika zainteresowanego badaniam i nad m etabolizm em  innych niż kwasy 
nukleinow e związków.

W 1934 roku H ä m m e r l i n g  (41) badając glon z rodzaju aceta­
bularia  stw ierdził, że po usunięciu chw ytnika w raz z jądrem , trzonek

* Mgr Instytut B iochem ii i B iofizyk i PAN , W arszawa
** Doc. Dr Institut B iochem ii i B iofizyk i PA N , W arszawa

*** Dr, Instytut Biochem ii i B iofizyk i PA N , W arszawa
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plechy jest zdolny do w ytw orzenia „organoidu” generatyw nego — kape­
lusza i niekiedy — do regeneracji chwytników . H äm m erling w ysunął h i­
potezę o istn ieniu  niezdefiniowanych „substancji kształtotw órczych” 
(m orfogenetycznych) nagrom adzających się w cytoplazm ie i w arunku­
jących właściwe różnicowanie kom órek. Ponieważ zdolność do życia 
i m orfogenezy kom órek pozbawionych jądra  jest ograniczona w czasie — 
w przeciw ieństw ie do długowieczności całych kom órek •— H äm m erling 
przypuszczał, iż „substancje kształtotw órcze” syntetyzow ane są w jądrze 
kom órkowym, a stam tąd  dyfundują  do cytoplazm y; byłyby to zatem  — 
używ ając dzisiejszej term inologii — przenośniki inform acji z jąd ra  do 
reszty  komórki. Chociaż zgodnie z danym i współczesnej biochem ii „sub­
stancje  kształtotw órcze” najbardziej odpowiadają inform acyjnem u RNA 
(18, 33, 54, 74, 77), to jednak są również sugestie, że mogą to być pewne 
klasy białek, syntetyzow anych pod kontrolą odpowiednich mRNA. Tym 
sam ym  kwas rybonukleinow y byłby jednym  z ogniw w tym  procesie 
(15, 25, 29, 50). Przypuszczano też, że substancjam i m orfogenetycznym i 
mogą być nukleoproteidy (74). O zawiłości problem u świadczą wyniki 
badań Z e t  s c h e’ go (78, 79), które doprowadziły go do wniosku, że ist­
n ieją dwie odm ienne pule przenośników inform acji koniecznych do roz­
woju trzonka plechy i kapelusza.

Badania nad m etabolizm em  RNA u acetabularii rozpoczęły się sto­
sunkowo niedawno. Największe zainteresow anie budziła możliwość syn­
tezy RNA w bezjądrow ych fragm entach kom órek glonu. B r  a c h e t 
i S z a f a r z  (22) badając fragm enty  kom órek Acetabularia mediterranea  
stw ierdzili, że wbudow ywanie znakowanego kwasu orotowego do RNA 
fragm entów  z jądrem  było jedynie nieznacznie wyższe niż do RNA frag­
m entów  bezjądrow ych. Co więcej, stosunek aktyw ności w łaściw ych piętna 
wbudowanego do fragm entów  jądrzastych  i bezjądrow ych praw ie nie 
zmieniał się przez około trzy  miesiące po usunięciu jądra , w ahając się 
w granicach 1,2— 1,5. Natężenie m etabolizm u RNA po usunięciu jąd ra  
z kom órki nie ulegało zatem  poważniejszym  zmianom przez dłuższy czas. 
Syntezę RNA w bezjądrow ych fragm entach kom órek glonu potwierdzili 
V a n d e r h a e g h e  i S z a f a r z  (68), a B a l t u s  i S i x  (4) ustalili, 
że ilość RNA w takich fragm entach podwaja się w ciągu pięciu dni po 
denukleacji. D e  V i t r y  (31) w ykazała, że znakowana try tem  m etylo- 
cytozyna włącza się do RNA cytoplazm y — zdaniem au to rk i do RNA 
przenoszącego am inokwasy — zarówno we fragm entach jądrzastych  jak  
i bezjądrow ych kom órek glonu. W edług N a o r  a’ y i wsp. (48), bezpo­
średnio po usunięciu jąd ra  ilość RNA obniża się, co jest w yrazem  „szoku 
chirurgicznego”, później jednak powoli narasta  i po trzech  tygodniach 
od operacji fragm enty  bezjądrow e osiągają 80% ilości RNA obecnej 
w cytoplazm ie nienaruszonej komórki. Z w ykresów  R i c h t e r a  (52, 53) 
wynika, że po usunięciu jąd ra  z kom órki, u Acetabularia mediterranea  
nie ma żadnego przyrostu  RNA, choć przez 28 dni widoczny jest w yraź-
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Fot. 1. W idok ogólny kolonii glonu Acetabularia  mediterránea  (7)
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ny przyrost ilości białka. Zdaniem  tego autora, niezmienność ilości RNA 
może jednak wskazywać na pew ną syntezę tego związku w cytoplazm ie, 
ponieważ w tym  sam ym  czasie musi zachodzić proces jego odnawiania. 
S c h w e i g e r  i B r e m e r  (57, 58) stw ierdzili, iż w norm alnych w a­
runkach  oświetlenia fragm enty  bezjądrow e glonu nie zwiększają ilości 
RNA, natom iast fragm enty  bezjądrow e komórek etiolow anych przez 
10 dni przed usunięciem  jąd ra  w ykazują przyrost netto  RNA. Zdaniem  
autorów , z jąd ra  p rzenikają do cytoplazm y jakieś substancje niezbędne 
do syntezy RNA poza jądrem . T ransport tych substancji zachodzi in ten ­
syw nie w ciemności, lecz ich „uaktyw nianie” w cytoplazm ie następuje 
dopiero na świetle. Tak więc jądro  byłoby nieodzowne dla praw idłow ej 
syntezy RNA, dostarczając m etabolitów  kierujących poza jego obrębem  
tym  procesem. M etabolitam i tym i mogłyby być „substancje m orfogene- 
tyczne” H ä m m e r l i n g  a. Zdaniem  W e r  z a (72), nie jest w yklu­
czone, że „substancje m orfogenetyczne” w ytw arzane są w cytoplazmie 
pod kontrolą pewnej puli „pierw otnego” RNA pochodzącego z jądra. 
RNA ten  mógłby być w ytw arzany i transportow any naw et w ciemności, 
lecz dopiero na św ietle uczynniałby nieaktyw ne „substancje m orfogene­
tyczne” lub sam by się w  nie przekształcał. Jądro  u acetabularii, po­
dobnie jak  u innych organizmów, jest m iejscem  najaktyw niejszego m e­
tabolizm u kwasów nukleinow ych i białek w komórce. Istn ieje  wiele da­
nych świadczących o bardzo aktyw nym  wbudow ywaniu znakowanego 
fosforanu do RNA jądrowego (42, 62) oraz o włączaniu do jądra  p rek u r­
sorów RNA i DNA (50, 51) a także znakowanych am inokwasów (50). 
Szczególnie aktyw nym  m etabolizm em  tych związków odznacza się jąder- 
ko acetabularii (25, 62, 69), k tóre — jak  się dzisiaj sądzi — pełni ważną 
rolę w gospodarce RNA kom órki. Jak  doniósł niedawno B r a c h e t  (10, 
32a), jąderkow y RNA u acetabularii różni się od RNA w ystępującego 
w jąderku  innych organizmów. Jego skład nie przypom ina RNA ryboso­
mów (z charakterystyczną przew agą guaniny nad innym i zasadami), na­
tom iast jest zbliżony raczej do składu nukleotydowego DNA jądrow e­
g o —  ilość guaniny odpowiada ilości cy tydyny a ilość adeniny — ilości 
uracylu. Może to świadczyć, iż jąderko acetabularii jest m iejscem  syn te­
zy przede w szystkim  RNA podobnego do DNA. Niemniej jednak jądro 
nie jest jedynym  m iejscem  w komórce acetabularii, gdzie można obser­
wować intensyw ny m etabolizm  RNA.

O l s z e w s k a  i B r a c h e t  (49, 50), śledząc autoradiograficznie 
rozmieszczenie znakowanej adeniny i guaniny w budow anych do komó­
rek glonu, zaobserwowali w ystępow anie swoistego gradientu. Po k ilku ­
nastu  godzinach włączania piętna, najsilniejszą promieniotwórczość w y­
kryw ali oni w części apikalnej (wierzchołkowej) trzonka plechy. Rejon 
szczytowy trzonka, a więc strefa  jego w zrostu (3 mm od szczytu), odzna­
czał się po 24 godzinach włączania prekursorów  RNA trzy  razy większą 
aktyw nością niż rejon podstaw y trzonka, przylegający do chwytników.
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Trzonek w ykazyw ał więc apikalno-bazalny gradien t aktyw ności m eta­
bolicznej RNA, odpow iadający nierów nom iernem u stężeniu RNA w trzon­
ku. Z badań szkoły H a m m e r l i n g a  (40, 71, 73, 75) wiadomo, że 
w norm alnych w arunkach  ośw ietlenia część wierzchołkowa trzonka jest 
znacznie bogatsza w RNA i białko niż rejon podstawkowy. Ten ostatn i 
odcinek wzbogaca się w RNA w czasie etiolow ania n ienaruszonych ko­
m órek acetabularii (40, 42). Część w ierzchołkow a— rejon  wzrostow y 
trzonka plechy — w ykazuje też szczególne nagrom adzenie białek; 
w związku z tym  w arto  wspomnieć, iż om aw iany glon był jednym  
z obiektów służących do udowodnienia tezy B r a c h e t a  i C a s s p e r -  
s o n a o udziale kwasów nukleinow ych w biosyntezie białek. Rejony 
wierzchołkowe trzonka w ykazują najw iększą zdolność przeżyw ania w nie­
obecności jąd ra  w kom órce (40, 42); jednocześnie przede w szystkim  one 
zdolne są do m orfogenezy — tam  właśnie gromadzą się „substancje m or- 
fogenetyczne” (42, 77). F ak ty  te sugeru ją ścisłą zależność m iędzy owymi 
substancjam i i RNA. W edług danych S t i c h a  i P l a u t a  (63), a także 
D e  V i t r y (32), rybonukleaza dodana do pożywki w zrostow ej aceta­
bularii ham uje nieodw racalnie m orfogenezę fragm entów  bezjądrow ych, 
a jedynie czasowo zatrzym uje w zrost i różnicowanie kom órek n ienaru ­
szonych. Podobne skutki w yw ołuje działanie św iatłem  nadfiołkow ym  na 
jądrzaste  i bezjądrow e fragm enty  glonu (33, 76). W yniki te  w skazyw ały­
by pośrednio na rolę RNA jądrowego w kierow aniu m orfogenezą plechy. 
Podobne wnioski nasuw ają w yniki wielu prac (7, 8, 13, 19, 51, 58, 77, 78) 
w skazujące, że aktynom ycyna D (ham ująca wybiórczo syntezę RNA za­
leżną od DNA) znacznie silniej ham uje w zrost i m orfogenezę kom órek 
nienaruszonych acetabularii, bądź ich jądrzastych  fragm entów  (do cyto- 
lizy kom órki włącznie (6)), słabiej natom iast wpływa na fragm enty  bez­
jądrow e. D e  V i t r y (27, 28) w ykazała, że 14C-aktynom ycyna włącza 
się nie tylko do jąd ra  lecz także do chloroplastów, co nasuw a przypusz­
czenie o udziale tych ostatnich w procesach w zrostu i m orfogenezy ple­
chy. 5-fluoro-dezoksyurydyna — antym etabolit syntezy DNA blokujący 
syntezę kw asu tym idylow ego (29) — znacznie silniej ham uje m orfogene­
zę fragm entów  jądrzastych  niż bezjądrow ych glonu (30). Zdaniem  D e 
V i t r y  (29), związek ten może bądź ham ow ać tran spo rt RNA z jądra  
do cytoplazm y, doprowadzając między innym i do pow stania „odwróco­
nego” gradien tu  metabolicznego RNA w trzonku, bądź też powoduje 
pow staw anie nietypowego DNA, nie przenikającego przez błonę jądro­
wą lub nieaktyw nego jako m atryca do transk rypc ji określonych frakcji 
RNA.

Synteza różnych klas RNA i DNA w nieobecności jąd ra  badana czę­
sto w łaśnie u Acetabularia sp. ściśle więżę się z zagadnieniem  autono- 
miczności chloroplastów w komórce roślinnej.

W ystępowanie heterogennego RNA w piesze glonu stw ierdzono za 
pomocą w irow ania w gradiencie sacharozy (3, 45, 46). N iektórzy autorzy
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ze szkoły B racheta, na przykład  C e s k a (23), jak też sam B r a c h e t 
(14) są zdania, że w nieobecności jąd ra  w komórce nie może zachodzić 
synteza w ysokospolim eryzowanego RNA a tylko synteza sRNA (31). 
W takim  ujęciu, biogeneza rybosom ów lub synteza rybosomowego RNA 
odbywałaby się pod kontro lą  jąd ra  (10, 14). W jądrze, być może w ją- 
derku, zachodziłby proces tw orzenia rybosom ów (34, 72), które transpor­
towane byłyby przez pory w błonie jądrow ej (73) do stre fy  cytoplazm y 
wokół jądra . Pogląd tak i popierałby obserw acje (21), że lew orfanol — 
związek ham ujący  preferencyjn ie  syntezę rybosomowego RNA — dzia­
łał bardziej destrukcy jn ie  na fragm enty  bezjądrow e niż na fragm enty  
jądrzaste kom órek acetabularii. Zdaniem  B r a c h e t a  (14), w nieobec­
ności jąd ra  u acetabularii m ożliwy jest proces program ow ania ryboso­
mów już uprzednio w pełni uform ow anych. Proces ten polega na p rzy­
łączeniu nici mRNA do zespołu rybosomów i tw orzeniu układów poliso- 
mowych. Ciekawe form y polisomowe o charakterze rozetkowym  zaob­
serwowano w trzonku  plechy acetabularii (34). Pew ne doniesienia w ska­
zują jednak, że rybosom owy RNA może syntetyzow ać się u acetabularii 
naw et w nieobecności jądra. Stw ierdzono mianowicie, że bezjądrow e 
fragm enty  glonu silniej niż jądrzaste w łączają 8-14C-adeninę i 32P-fosfo- 
ran  do RNA rybosom ów (64) oraz, że we fragm entach kom órkowych 
Acetabularia crenulata  synteza rybosomowego i rozpuszczalnego RNA, 
w przeciw ieństw ie do mRNA, odbywa się przez około 30 dni po usunię­
ciu jąd ra  (70). Są też dane (56), że i u Acetabularia mediterránea  synteza 
RNA rybosom ów może zachodzić w nieobecności jądra.

Problem em  syntezy różnych klas RNA u acetabularii zajął się szerzej 
J a n o w s k i  (45,46). Techniką chrom atografii kolum nowej na m etylo- 
wanej album inie uzyskał on trzy  frakcje, znakowanego uprzednio in vivo  
RNA zarówno z jądrzastych  jak  i bezjądrow ych fragm entów  kom órek 
Acetabularia mediterránea. W obu typach fragm entów  synteza nisko- 
cząsteczkowego RNA (frakcja 1) zachodzi głównie we frakcjach podko- 
m órkow ych nie zaw ierających chloroplastów. D ruga frakcja  to RNA 
w ysokospolim eryzowany, syntetyzow any zarówno w chloroplastach jak  
i poza nimi, a trzecia f ra k c ja — heterogenna chrom atograficznie i zawie­
rająca DNA — jest syntetyzow ana w plastydach. Zatem  chloroplasty ace­
tabu larii ak tyw nie uczestniczyłyby w m etabolizmie kwasów nukleino­
wych. P lastydy  tego glonu stanow ią ciekaw y w yją tek  spośród chloropla­
stów innych roślin, gdyż skupiają w sobie około 80% RNA cytoplazm y 
(38, 47). N a o r  a i wsp. (47) stw ierdzili, że po usunięciu jąd ra  z kom ór­
ki acetabularii, ilość RNA w plastydach zwiększa się, natom iast we 
frakcji m ikrosom ów i w supernatancie uzyskiw anym  po ich odwirowa­
niu — m aleje. Poniew aż transport RNA z cytoplazm y do plastydów  nie 
zachodzi, au to rzy  przyjęli ten  fak t jako dowód realnej syntezy RNA 
w chloroplastach. Jeśli synteza taka rzeczywiście m a miejsce należałoby 
oczekiwać obecności DNA w tej organelli.
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Istotnie, obecność DNA w chloroplastach acetabularii wykazali B a 1 - 
t u s  i B r a c h e t  (2) oraz G i b o r  i ł z a w a  (35). Ci ostatni o trzy­
mywali chloroplasty z hodowanych w aseptycznych w arunkach glonów 
pozbawionych uprzednio jąder kom órkowych. W ynik ten nabiera więc 
w yjątkow ych walorów dowodowych, ponieważ uzyskiwane z innych o r­
ganizmów chloroplasty z reguły  byw ają zanieczyszczone m ateriałem  po­
chodzenia jądrowego. W edług B r a c h e t a  (8), charak terystyka  fizyko­
chemiczna DNA plastydów  acetabularii w skazuje na odmienność jego 
składu nukleotydow ego od DNA jądrowego.

Usunięcie jądra  komórkowego nie w pływ a na intensywność w łącza­
nia znakowanej tym idyny do DNA chloroplastów  acetabularii (60). Ilość 
plastydialnego DNA we fragm entach bezjądrow ych glonu hodowanych 
w w arunkach norm alnego oświetlenia zwiększa się dw ukrotnie w ciągu 
około 15 dni po denukleacji kom órki (44). W tym  czasie — przez 21 do 
28 dni — odbyw ają się podziały chloroplastów (9, 12, 24, 60), co w skazy­
wałoby, że w nieobecności jąd ra  w piesze, DNA plastydów  ulega rep li­
kacji (26, 44, 60). Zdaniem  B r a c h e t a  i G o f f e a u  (20, 36) DNA ten 
mógłby odgrywać rolę m atrycy  w syntezie mRNA w plastydach. Chloro­
plasty  izolowane z bezjądrow ych fragm entów  plechy Acetabularia me- 
diterranea  jedenastego dnia po operacji, silnie w budow ują bowiem zna­
kowane am inokwasy (20, 36), a do ich RNA w budow yw ane są znakowa­
ne p rekursory : uracyl (55) oraz adenina i kwas orotow y (47). Ponieważ 
procesy w cielania prekursorów  RNA i am inokwasów są wrażliw e na de- 
zoksyrybonukleazę i aktynom ycynę (36, 55) a wiadomo, że antybiotyk ten 
ham uje aktyw ność polim erazy RNA zależnej od DNA (18, 59), wniosek 
B r a c h e t a  i G o f f e a u  (20, 36) jest zatem  uzasadniony. Przem aw ia 
za nim też fak t włączania na św ietle przez p lastydy (z fragm entów  bez­
jądrow ych) nukleozydotrójfosforanów , substratów  dla polim erazy RNA 
zależnej od DNA (55).

Chloroplasty w ykazują zatem  daleko posuniętą autonom ię m etabo­
lizmu kwasów nukleinowych. Zachodzi w nich również in tensyw na syn­
teza białek (24,38). N ajpraw dopodobniej również m itochondria w ykazują 
pewną autonom ię w tym  względzie. G r e e n i wsp. (39) stw ierdzili, że 
organella ta  u acetabularii zaw iera DNA odm ienny od DNA chloropla­
stów.

Życie kom órek acetabularii pozbawionych jąd ra  jest znacznie ogra­
niczone w czasie. Dla zachowania ciągłości genetycznej organizm u jądro 
jest niezbędne, pomimo możliwości replikacji DNA plastydów. Być mo­
że, do m atrycy  plastydów  muszą być dostarczane pew ne m etabolity po­
chodzenia jądrowego, na przykład określone frakcje  długotrw ałego 
mRNA. Stabilność inform acyjnego RNA byłaby jedną z cech charak te ry ­
stycznych acetabularii w yróżniającą ją spośród innych system ów biolo­
gicznych (10,15). Zdaniem  S i r o n  v a l a  (61), w niektórych procesach 
kom órkowych, na przykład asym ilacji dw utlenku węgla i wydzielania
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tlenu u acetabularii odgryw ałoby rolę wzajem ne oddziaływanie na siebie 
inform acyjnych RNA pochodzenia jądrowego i plastydialnego.

A cetabularia jest też cennym  obiektem  w badaniach nad wpływ em  
cytoplazm y na jądro  komórkowe. Zaburzenie procesów dostarczających 
energię, które zachodzą w cytoplazm ie, na przykład dw unitrofenolem  
(11, 40) rozkojarzającym  fosforylację i utlenianie, bądź też przez etiolo- 
wanie kom órki (40, 42, 43), w yw ołuje poważne zmiany degeneracyjne 
w jądrze kom órkowym, między innym i obniżenie intensyw ności m eta­
bolizmu RNA (11,40,42). Zdaniem  B r a c h e t a  (10), jednym  z najcie­
kawszych problem ów biochemicznych, jakie należy w yjaśnić w badaniach 
nad acetabularią, jest zagadnienie n a tu ry  czynników cytoplazm atycz- 
nych w pływ ających na intensyw ność procesów transk rypc ji jądrowego 
RNA i replikacji DNA.

Niew yjaśniona w pełni n a tu ra  ham erlingow skich „substancji morfo- 
genetycznych” zwraca uwagę badaczy na rolę kwasów rybonukleino­
wych, a także pew nych białek, w procesach przekazyw ania inform acji 
koniecznych dla praw idłow ej m orfogenezy plechy acetabularii. Rozsze­
rzając dawniejsze sugestie B e t h a  (5), Z e t s c h e  (78, 79) opowiedział 
się za istnieniem  kilku pul przenośników  inform acji genetycznej i przy­
puszcza, że w zrost trzonka i chw ytników  oraz budowa kapelusza odbywa 
się pod kontrolą odm iennych pul przenośników  syntetyzow anych w ją ­
drze z udziałem  odpowiednich genów. Geny te, czynne już we wczesnych 
etapach rozwoju zygoty niezróżnicowanej na poszczególne organoidy, 
k ieru ją  syntezą przenośników obu typów  jednocześnie. P rzenośniki z ko­
l e i — również jednocześnie i w sposób ciągły a nie jednorazow o — są 
transportow ane z jąd ra  do cytoplazm y i tam  gromadzone. Te z nich, k tó­
re w arunkują  rozwój kapelusza plechy, początkowo pozostają tam  w sta­
nie nieaktyw nym . N atom iast przenośniki k ierujące rozw ojem  trzonka 
i chw ytników  działają od razu. W ykorzystyw anie inform acji zaw artych 
w przenośnikach w przęgniętych w  procesy w zrostu kapelusza zaczyna 
się dopiero wówczas, gdy trzonek osiągnie m aksym alne rozm iary. W nio­
ski te w yciągnął Z e t s c h e  (79) z następujących doświadczeń. Część 
bazalną trzonka plechy w raz z chw ytnikam i umieszczał on w różnych 
odstępach czasu po odcięciu części wierzchołkowej w środow isku z ak ty- 
nom ycyną (10 ¡.tg/ml), w w yniku czego synteza RNA zależna od DNA by­
ła hamowana. Po usunięciu an tybio tyku  z pożywki i po odcięciu chw yt- 
nika z jądrem , pozostała część bazalna trzonka w ykazyw ała tym  większą 
zdolność do różnicowania (wykształcała tym  większy kapelusz), im wię­
cej upłynęło czasu od odcięcia szczytowej części trzonka do m om entu 
umieszczenia części podstawkowej trzonka w środow isku z an tyb io ty ­
kiem. Świadczyło to, że przebieg m orfogenezy regulow any był niejako 
ilością przenośników inform acji w ytw orzonych w jądrze kom órkowym. 
Jak  już podkreślaliśm y wyżej, „substancje m orfogenetyczne” gromadzą
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się przede w szystkim  w części wierzchołkowej trzonka (42, 77), a ta  — 
w przytoczonym  doświadczeniu Zestche’go (79) — została odcięta.

N astępstw o czasowe rozw oju trzonka i kapelusza w ontogenezie ace- 
tabu larii jest na jp raw dopodobniej— zdaniem  autora — odzw ierciedle­
niem  kolejnej aktyw acji przenośników inform acji dla obu procesów a nie 
ak tyw acji genów kieru jących  syntezą tych przenośników. A ktyw acja 
przenośników  byłaby regulow ana na poziomie translacji kodu genetyczne­
go. Z e t s c h e (78) jest zdania, że przenośnikam i inform acji są in fo r­
m acyjne kw asy rybonukleinow e o długim  półokresie trw ania  a nie b iał­
ka; bowiem purom ycyna ham ująca biosyntezę białek na poziomie rybo­
somu, ham ow ała w praw dzie ich syntezę u acetabularii, nie w pływ ała na­
tom iast na tran spo rt „substancji m orfogenetycznych” . Substancje te, na­
grom adzające się w cytoplazm ie naw et w obecności purom ycyny w po­
żywce wzrostowej acetabularii, zaczynają kierować syntezą białek po 
usunięciu an tybio tyku  (78). Jeśli bowiem bazalne fragm enty  trzonka ple- 
chy w raz z ryzoidem, a więc fragm enty  jądrzaste, były przetrzym yw ane 
przez 10 dni w środow isku zaw ierającym  purom ycynę, a potem  usuwano 
z nich jądro  i z kolei — antybiotyk z pożywki, otrzym yw ano bezjądrow e 
fragm enty  bazalne trzonka zdolne do intensyw nej syntezy białka. N ato­
m iast fragm enty  kom órkowe trak tow ane purom ycyną w  nieobecności 
jąd ra  po zmianie pożywki nie syntetyzow ały białek. Jeśli in te rp re tac ja  
Zetsche’go jest praw idłow a, poważnie zbliżylibyśm y się do poznania na­
tu ry  „substancji m orfogenetycznych” acetabularii i lepszego zrozum ienia 
roli kwasów nukleinow ych w m orfogenezie komórki.
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M IR O SŁ A W A  P IEC H O W SK A*

Transformacja bakterii 

Bacterial Transformation

The characteristics of b io logically  active DNA, the state of bacterial com ­
petence, the uptake and integration of donor DNA and the phenotypic expression  
o f the transferred genetic inform ation are described.

Transform acja jest procesem  międzykomórkowego przenoszenia in­
form acji genetycznej, polegającym  na w niknięciu do kom órek bak terii— 
biorców cząsteczek DNA, pochodzących z bak terii—dawców, i zastąpie­
n iu  przez nie odpowiednich fragm entów  genomu. Inform acja genetyczna 
kontrolow ana przez w budow any fragm ent DNA ujaw nia się w komórce 
biorcy i jest przekazyw ana z pokolenia na pokolenie (2 ,4 ,21 ,41 ,50 ,71) 
(rysunek 1).

1 2  3 4

Rys. 1. Schem at procesu transform acji.
1. K om órk a  b a k ter ii—d a w c y . — — o dc i ne k c h r o m o so m u  r ó żn ią cy  s ię  od  o d p o w ie d ­

n ie g o  o d c in k a  b io r c y  (m ark er).
2. R o zp u szczen ie  śc ia n y  k o m ó rk o w e j, p ęk a n ie  ch ro m o so m u  i u w o ln ie n ie  D N A  z k o m ó r­

k i d a w cy .
3. K om órk a b io r cy , k tó ra  p ob ra ła  c zą s te c z k ę  D N A  d a w c y  za w ier a ją c ą  m ark er .
4. K om órk a tra n s fo r m a n ta  p o w sta ła  w  w y n ik u  w łą c z e n ia  m arkera  do ch r o m o so m u  b io rcy .

Transform ację bakterii można uzyskać przy  użyciu zabitych lub roz­
puszczonych kom órek dawców, a także wyodrębnionego z nich DNA. 
W artykule  omówiono tylko te zjaw iska towarzyszące transform acji, 
k tóre są poznane w stopniu um ożliw iającym  użycie stosunkowo prostych 
i ścisłych sform ułow ań, licząc na możliwość pełniejszego zaspokojenia 
zainteresow ań czytelnika przez wcześniejsze a rty k u ły  przeglądowe (5, 44, 
54, 100, 104) oraz szczegółowe publikacje cytow ane w tekście.

* Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyk i P.A.N. W arszawa.
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I. Wstępna charakterystyka procesu transformacji

Dla uzyskania transform acji in vitro  z hodowli bak terii izoluje się 
kom órki m utanta , na przykład opornego na streptom ycynę, i rozm naża 
się je, a następnie w yodrębnia DNA. Oczyszczone DNA, dodane do p łyn­
nej hodowli wyjściowego szczepu, wrażliwego na streptom ycynę, wyw o­
łuje przekształcenie n iek tórych  bak terii w kom órki oporne na ten  an ty ­
biotyk. W yodrębnienie uzyskanych transform antów  w ym aga jedynie do­
dania streptom ycyny, k tó ra  powoduje obum arcie nietransform ow anej 
części populacji.

P rocent transform ow anych kom órek hodowli biorcy zależy od rodza­
ju użytych bak terii i transform ow anych cech oraz innych w arunków  
doświadczenia. P rzy  stałej gęstości bak terii — biorców liczba tran sfo r­
m antów zależna jest od stężenia dodawanego DNA, a w pew nym  zakre­
sie stężeń jest do niego w prost proporcjonalna. Liczba transform antów , 
otrzym yw ana przy nasycającym  stężeniu DNA, charak teryzu je  zdolność 
szczepu biorcy do ulegania transform acji, natom iast najniższe stężenie 
DNA, przy k tórym  otrzym uje się jednego transform anta, charak teryzu je  
stężenie biologicznie aktyw nych cząsteczek w preparacie DNA.

Zjawisko transform acji in vitro  ma zasięg dość ograniczony. W ciągu 
dw udziestu kilku lat badań udało się wywołać transform ację zaledwie 
u kilkudziesięciu szczepów, przynależnych do dziewięciu grup rodzajo­
wych bakterii. Najlepiej poznano 4 układy transform acji: Diplococcus 
pneumoniae, Hemophilus influenzae, Bacillus subtilis i Streptococcus g ru­
py H. W achlarz cech używ anych w transform acji jest znacznie bardziej 
urozmaicony, tak  więc przekazyw ane są cechy oporności na antybiotyki 
lub sulfonam idy, w ytw arzania różnych enzymów, w ytw arzanie rzę­
sek, w ytw arzanie otoczki itd. W ybór rodzaju transform ow anych cech 
jest uzależniony od celu jakiem u m ają służyć doświadczenia, jak  również 
od stopnia trudności m etody selekcji transform antów  i od w ydajności 
transform acji. Wiadomo bowiem, że u jednego bakteryjnego szczepu— 
biorcy w ydajność transform acji poszczególnych cech może wykazywać 
znaczne różnice.

II. Charakterystyka transformującego DNA

1. Postać D NA  w yodrębnionego z bakterii i jej pochodzenie

Używanie chemicznie czystego DNA do transform ow ania cech umożli­
wia badanie zależności między budową a funkcją m ateria łu  genetyczne­
go. Z badań autoradiograficznych bak tery jnych  chromosomów (12) i z ich 
obrazów elektronom ikroskopow ych (22,59, 70) wynika, że chromosom 
bak tery jny  jest pojedynczą, n itkow atą  cząsteczką DNA o ciężarze czą­
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steczkowym  około 1,4 X I O9 do 2X 109 daltonów. Cząsteczka ta  ma śred­
nicę około 25 A, długość od 0,7 do 1 m m  i w ystępuje prawdopodobnie 
w zam kniętej, kolistej postaci (12). Chromosom bak tery jny  zaw iera od 
2,3 do 3,3 milionów par nukleotydów , a zatem  przy udziale wszystkich 
nukleotydów  jednej nici w tró jkow ym  zapisie aminokwasów jego DNA 
nosiłoby zapis około 0,8 do 1,1 m iliona aminokwasów, co odpowiada licz­
bie m niej więcej 3000 cząsteczek białek, zbudowanych średnio z 300 ami­
nokwasów. Cienka i długa nić baktery jnego chrom osomu jest m echanicz­
nie n ietrw ała i w czasie oczyszczania ulega rozerw aniu na 100 do 200 frag ­
m entów. Naw et znacznie krótsze od chromosomu cząsteczki DNA ulegają 
rozerw aniu pod wpływem  intensyw nego mieszania, przepuszczania roz­
tworów przez cienkie igły od strzykaw ek lub działanie ultradźw ięków  
(19,20,26,48,69). Poszczególne cząsteczki DNA w yodrębnionego z ko­
m órek zaw ierają więc tylko fragm enty  genetycznej inform acji chrom o­
somu, m ają one ciężar cząsteczkowy wynoszący średnio 10— 20 milionów 
(wartości skrajne od kilku do czterdziestu kilku milionów (10)). Na jedną 
cząsteczkę o ciężarze cząsteczkowym  około 10 m ilionów przypada mniej 
więcej 15 genów. Pow staje p y tan ie '— w jakim  stopniu układ inform acji 
genetycznej cząsteczek DNA odpowiada liniowem u układow i genów 
w chromosomie bak tery jnym  i jakie ma to znaczenie dla transform acji. 
R ozpatrując losy dwóch cech A i B, k tórych  zapis położony jest w pew ­
nej odległości na chromosomie (97), można przewidzieć, że po w yodręb­
nieniu DNA, którem u tow arzyszy przypadkow e pękanie chromosomu 
otrzym am y trzy  rodzaje cząsteczek: zaw ierające cechę A, zaw ierające 
cechę B oraz, w przypadku dostatecznie m ałej odległości m iędzy zapisem 
cech, cząsteczki z dwoma cechami A i B. Procentow a zaw artość cząste­
czek z dwoma cecham i powinna zależeć od odległości m iędzy ich zapisem 
w chromosomie. O trzym ane cząsteczki z jedną badaną cechą nie będą 
jednakow e pod względem składu i sekw encji nukleotydów , ponieważ 
pęknięcia poszczególnych chromosomów mogą w ystąpić w różnej odleg­
łości od obszaru zapisu danej cechy. W przypadku w ystąpienia dwóch 
cech w jednej cząsteczce DNA mogą one być łącznie przekazyw ane tran s­
form owanej komórce (tak zwane „cechy związane”).

2. Cechy n iezależne i zw iązane

Cechy związane rozpoznaje się przede w szystkim  na podstaw ie często­
tliwości w ystępow ania „podwójnych transform antów ” to znaczy uzysku­
jących dwie cechy. Jest ona bowiem zawsze większa od iloczynu często­
tliwości w ystępow ania transform antów  pojedynczych cech tworzących 
parę. Przez częstotliwość w ystępowania transform antów  rozum ie się sto­
sunek liczby transform antów  do liczby w szystkich kom órek w  populacji 
bakterii.

T ransform acja cech związanych podlega takim  sam ym  praw om  jak
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transform acja cech pojedynczych; przy stałej gęstości bakterii liczba 
transform antów  podwójnych jest w prost proporcjonalna do stężenia 
DNA, przy czym jest ona stałą frakcją pojedynczych transform antów  
bez względu na stężenie DNA (38). Równoczesna transform acja dwóch 
związanych cech jest liniową funkcją czasu tak  samo jak transform acja 
pojedynczych cech (rysunek 2).

rys. 3

Czas (min.)

Rys. 2. K inetyka podw ójnych, n iezw iązanych transform acji w  hodow li H .influenzae.
W edług G o o d g a l a  (38).

L og (1 — N t/N f) je s t  w y k r e ś lo n y  w  fu n k c j i  cza su .
N t =  liczb a  tr a n s fo r m a n tó w  w  cza s ie  t , N f =  m a k sy m a ln a  liczb a  tr a n s fo r m a n tó w  o tr z y ­
m y w a n a  po 25—30 m in u ta ch  k o n ta k tu  D N A  z p o p u la c ją  b io rcy .
— A — A — A — p o d w ó jn e , o p o rn e  na s tr e p to m y c y n ę  i k a to m y c y n ę  tr a n s fo r m a n ty  o tr z y ­
m y w a n e  przy  u ż y c iu  m ie sza n in y  d w ó c h  p rep a r a tó w  D N A : w y o d r ę b n io n eg o  z k om órek  
op o rn y ch  na s tr e p to m y c y n ę  i z k o m ó re k  o p o rn y c h  na k a to m y c y n ę .

— 9  — O — •  — p o jed y n c z e  tr a n s fo r m a n ty  o p o rn e  na s tr e p to m y c y n ę
— O  —1 O  — O  — p o jed y n c ze  tr a n s fo r m a n ty  o p o r n e  na k a to m y c y n ę .

Rys. 3. W pływ stężenia DNA na w zględną liczbę podw ójnych transform antów  
uzyskujących niezw iązane cechy oporności na streptom ycynę i erytrom ycynę  
( _ a __A— )w  hodow li biorcy H.influenzae.  Dla porów nania w ykres w pływ u stężeń  
DNA na w zględną liczbę pojedynczych transform antów , opornych na streptom ycynę  

lub erytrom ycynę (o—o— o—). W edług G o o d g a l a  (38).

W przypadku cech niezw iązanych również pojaw iają się podwójne 
transform anty , jednak zależność pomiędzy ich liczbą a stężeniem  DNA, 
przy stałej gęstości bakterii, jest zależnością drugiego rzędu. Częstotli­
wość w ystępow ania podwójnych transform antów  jest bowiem równa ilo­
czynowi częstotliwości w ystępow ania pojedynczych transform antów  
w populacji biorcy. Zm iany w zględnej liczby pojedynczych i podwój­
nych transform antów  dwóch niezw iązanych cech w funkcji stężenia DNA 
przedstaw ia rysunek 3 (38). K inetyka podwójnych transform acji dwóch 
niezwiązanych cech również w ykazuje zależność drugiego rzędu (rysu­
nek 2).
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III. Bakterie zdolne do transformacji

Do uzyskania transform acji nie w ystarcza dodanie transform ującego 
DNA do hodowli bakterii. B akterie te muszą być zdolne do pobrania 
DNA, do wbudowania go w chrom osom  i do ulegania dalszym skom pli­
kowanym  procesom, prowadzącym  do ujaw nienia nowej cechy. Stan 
zdolności do ulegania transform acji nazyw any jest kom petencją. Jest to 
przejściowy stan  fizjologiczny (rysunek 4) w ystępujący tylko w ściśle 
określonych w arunkach hodowli: pH, tem peratu ry , stężenia jonów, skła­
du pożywki, napow ietrzania itp. Zm iana tych w arunków  w yw ołuje d ra ­
styczne zmiany wydajności transform acji (7 ,35,65,66,103,110,120).

Rys. 4. W zrost i kom petencja szczepu Challis  należącego do paciorkow ców  hem oli- 
zujących grupy H. W edług P i e c h o w s k i e j  i S h u g a r a  — w ykres nie p u ­

blikow any.
W zrost m ier zo n y  w  je d n o stk a c h  tw o r z ą cy c h  k o lo n ie . W a rto śc i o trz y m a n e  przez  p o siew  

p ró b k i h o d o w li p ły n n e j na p o d ło że  s ta łe .
K o m p eten cja  m ierzo n a  w  je d n o stk a c h  tw o r z ą cy c h  k o lo n ie  tr a n s fo r m a n tó w  o p o rn y c h  na  

d w u h y d r o stre p to m y c y n ę . W aru n k i tr a n s fo r m a c ji w e d łu g  P i e c h o w s k i e j  i  S h u g a -  
r a (93).

Wiadomości o istocie stanu kom petencji są dotychczas tak  ograniczo­
ne, że nie pozwalają na wywołanie transform acji u dowolnie w ybranych 
bakterii. Na podstawie pew nych faktów  można jednak niekiedy w y tłu ­
maczyć przyczyny wyników dodatnich lub ujem nych. Zauważono na 
przykład, że w pięciu układach transform acji (paciorkowce hem olizu- 
jące •— szczep Challis, D. pneumoniae, B. subtilis, B. cereus i H. in fluen­
zae) pojawienie się stanu kom petencji jest w arunkow ane w ytw arzaniem  
przez bakterie  tak  zwanego „czynnika kom petencji” (6,16,28,87,112), 
k tó ry  prawdopodobnie pełni isto tną rolę w aktyw nym  transporcie czą­
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steczek DNA przez ścianę komórkową. Czynnik kom petencji w y tw arza­
ny przez paciorkowce (szczep Challis) oraz D. pneumoniae  i B. subtilis  
ulega inaktyw acji pod wpływ em  proteolitycznych enzymów, jest więc 
najpraw dopodobniej białkiem  lub jego aktyw na część jest białkow a (16, 
24, 112). Ciężar cząsteczkowy czynnika kom petencji u D. pneumoniae  
wynosi około 10 000 (113). Natom iast w układzie transform acji H. injlu-  
enzae czynnik kom petencji jest niskocząsteczkową substancją d ializującą 
przez półprzepuszczalne błony, k tórej aktyw ność jest tylko częściowo 
niszczona przez enzym y proteolityczne (6).

Inform acje o przypuszczalnej roli czynnika kom petencji w procesie 
w nikania DNA do kom órek biorców pochodzą z im m unologicznych ba­
dań kom petentnych hodowli paciorkowców i dwoinek zapalenia płuc. 
Okazało się, że surowice królików uodpornionych kom órkam i zaw iera ją­
cymi czynnik kom petencji pozbawiają go charakterystycznej aktyw ności, 
a reagując z kom petentnym i bakteriam i — zm niejszają wiązanie DNA 
przez kom órki i ham ują transform ację. Prawdopodobnie surow ica odpor­
nościowa inaktyw uje, lub blokuje znajdujące się na pow ierzchni kom pe­
ten tnych  kom órek receptory  DNA, których część składową może stano­
wić czynnik kom petencji (77,85,86,111).

Czynnik kom petencji, pochodzący z hodowli szczepu Challis może w y­
w oływać pobieranie DNA oraz transform ację u niepobierającego DNA 
szczepu W icky,  należącego do paciorkowców hem olizujących grupy H 
(24, 82, 88). Jednakże działanie czynnika kom petencji jest ograniczone, 
na przykład czynnik w ytw arzany przez D. pneumoniae  może w yw oły­
wać kom petencję w hodowli D. pneumoniae  lub Streptococcus viridans, 
ale nie może u H. injluenzae  i Escherichia coli.

Obecność czynnika kom petencji nie jest jedynym  w arunkiem  w ystą­
pienia transform acji, ponieważ znane są bakterie  w ytw arzające go i po­
b ierające DNA, ale niezdolne do transform acji (90). Oczywiste jest, że 
nie mogą one ulegać dalszym etapom  procesu polegającym  na włączeniu 
DNA daw cy do chromosomu i na zmianach w m etabolizm ie kom órek 
biorców.

Procentow ą zawartość kom petentnych kom órek w populacji biorcy 
określa się na podstawie Wydajności transform acji. Najczęściej w ydaj­
ność transform acji jednej cechy wynosi kilka procent, ale zdarza się rów ­
nież wyższa (42, 52). U H. injluenzae  uzyskano 40 procentow ą wydajność 
sum arycznej transform acji pięciu niezależnych cech (40), a w przypadku 
Streptococcus  — 50 lub 60 procentową wydajność (w zależności od szcze­
pu biorcy) transform acji dwóch niezależnych cech (91). W ydajności tra n s­
form acji w yrażane są zawsze w jednostkach tw orzących kolonie, ponie­
waż używ ane bakterie  w ystępują zarówno w postaci pojedynczych ko­
m órek jak  i w postaci skupisk złożonych z kilku do k ilkunastu  komórek. 
Przeliczenie otrzym anych w artości na procent transform ow anych komó­
rek  w ym aga m ikroskopowego oznaczenia częstości w ystępow ania poszczę-
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gólnych rodzajów skupisk w populacji biorcy i obliczenia praw dopodo­
bieństw a w ystępow ania transform ow anych kom órek w skupiskach (92). 
W edług takiego obliczenia u paciorkowców szczepu Challis 50°/o tra n s­
form ow anych jednostek tw orzących kolonie odpowiada 21% transform o­
w anych kom órek w populacji biorców.

Określenie liczby transform ow anych kom órek w populacji nie jest 
jednoznaczne z określeniem  liczby kom órek pobierających DNA. 
A utoradiograficzne badania Y o u n g a  (119) wykazały, że w populacji 
B. subtilis procent transform ow anych kom órek jest pięciokrotnie niższy 
od procentu  kom órek pobierających DNA. Przyczyną tego może być zbyt 
m ała liczba transform ow anych cech, niew ystarczająca do w ykrycia 
w szystkich rekom binantów , lub też występowanie rekom binacji tylko 
w pew nej frakcji kom órek pobierających DNA (patrz dodatek I).

IV. Przebieg reakcji między cząsteczkami DNA i bakteriami

1. W nikanie DNA do bakterii biorców

Pierw szym  etapem  w nikania jest odw racalna adsorpcja cząsteczek 
DNA na pow ierzchni komórek, odbyw ająca się z tak  dużą szybkością, że 
jej czas nie daje się zmierzyć. D rugi etap polega na trw ałym  wiązaniu 
DNA z kom órkam i bakterii (w sposób zabezpieczający cząsteczki przed 
działaniem  DN-azy (67) co można oznaczyć dodając DNA znakowane izo­
topam i radioaktyw nym i a także ciężkimi. Trwałe wiązanie takiej ilości 
DNA, k tó ra  zapew nia otrzym anie jednego transform anta  w ym aga 4 do 
5 sekund u H. influenzae  (108), a około 2 m inut u B. subtilis  (68,105). 
O trzym anie jednego podwójnego transform anta  nabywającego dwie zwią­
zane cechy wym aga dłuższego czasu pobierania DNA przez kom órki niż 
otrzym anie pojedynczych transform antów , przy czym w artość stosunku 
liczby podw ójnych transform antów  do liczby pojedynczych transform an­
tów rośnie do w artości granicznej w raz z przedłużaniem  czasu kontaktu  
DNA z bakteriam i. Co więcej — w przypadku różnych par związanych 
cech — m inim alny czas pobierania DNA, konieczny dla otrzym ania jed ­
nego podwójnego transform anta , jest liniową funkcją odległości między 
cecham i tw orzącym i parę. W skazuje to, że cząsteczka DNA wnika do 
kom órki bak tery jnej równolegle do swojej dłuższej osi (68, 105).

Ilość DNA pobranego przez populację bakterii zwiększa się wraz ze 
w zrostem  kom petencji hodowli i stężenia DNA aż do osiągnięcia ilości 
cząsteczek nasycających kom órki biorcy (7, 29, 39, 67). Ilość DNA, pobra­
ną przez jedną kom órkę, oblicza się dzieląc całą ilość DNA, związaną 
przez populację, przez liczbę transform antów  uzyskujących jedną, nową 
cechę dziedziczną. Jedna kom órka transform anta  H. influenzae  może po­
brać 120 cząsteczek DNA (39, 99), a kom órka transfo rm an ta  D. pneu-
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moniae  — około 500 cząsteczek DNA (29,67). W artości te można trak to ­
wać jedynie jako orientacyjne, ponieważ wiadomo, że liczba transform an- 
tów uzyskujących jedną cechę jest m niejsza od liczby wszystkich zdol­
nych do transform acji kom órek i prawdopodobnie jeszcze m niejsza od 
liczby wszystkich kom órek pobierających DNA w danej populacji (40. 
119).

2. R ekom binacja genetyczna

Kom órki kom petentne mogą pobierać nie tylko cząsteczki tran sfo r­
m ującego DNA, ale również heterologiczny DNA pochodzący z innego 
gatunku lub rodzaju bakterii, a naw et w yodrębniony z kom órek zwie­
rzęcych (67, 99, 101). Pomimo związania z kom órką biorcy heterologiczny 
DNA na ogół nie w yw ołuje transform acji, ponieważ jest ona możliwa 
jedynie przy dużym  podobieństwie składu i sekwencji nukleotydów  DNA 
daw cy i biorcy. Zależność tę  w ykryli M a r m u r ,  F a l k ó w  i M a n -  
d e 1 (72) gromadząc dowody wykazujące, że cząsteczki DNA pochodzące 
z bakterii, pomiędzy którym i zachodzi transform acja, mogą tw orzyć po­
łączenia hybrydow e po denatu racji i rena tu rac ji cieplnej. W m ieszani­
nach DNA, w yodrębnionego z bakterii—biorców, z DNA, które nie może 
wywołać transform acji cząsteczki hybrydow e nie tw orzą się. P rzypusz­
cza się zatem, że w ystąpienie rekom binacji genetycznej wym aga utw o­
rzenia przejściowego połączenia pomiędzy chromosomem biorcy a DNA 
dawcy, opartego na kom plem entarności zasad rekom binujących cząste­
czek DNA.

Los DNA dawcy w kom órkach bakterii badano m etodam i fizyko­
chemicznymi, polegającym i na użyciu DNA dawcy znakowanego izoto­
pam i ciężkimi i radioaktyw nym i oraz m etodam i biologicznymi. Te osta t­
nie polegają na oznaczeniu transform ującej aktyw ności nowowprowa- 
dzonej cechy dawcy w lizatach kom órek biorcy, sporządzonych w róż­
nym  czasie po pobraniu DNA. W doświadczeniach tych szczep biorcy 
był biologicznie znakowany jedną cechą (A), a DNA dawcy — drugą ce­
chą (B), przy czym obie cechy m iały tę właściwość, że gdy znajdowały 
się w jednym  preparacie DNA, zachowywały się jak cechy związane. 
W takim  układzie m iarą rekom binacji genetycznej było pojawienie się 
w lizatach kom órek biorcy DNA noszącego związane cechy (AB). Okaza­
ło się, że stopień powiązania cech A i B po rekom binacji jest taki sam 
jak  w DNA pochodzącym z kom órek nabyw ających te same cechy drogą 
m utacji. Oznacza to, że transform ow ana cecha włącza się do chromosomu 
biorcy zawsze w  to samo, ściśle określone miejsce. W podobnych uk ła­
dach, w ykorzystujących pary  związanych cech, ustalono ponadto, że 
nowa cecha zajm uje w chromosomie miejsce odpowiadającej jej cechy 
allelicznej (38, 51, 55).

Pierw szego dowodu włączenia części DNA dawcy do chromosomu 
biorcy dostarczyło porównanie szybkości inaktyw acji transform ow anej
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cechy w DNA dawcy, znakowanym  32P, z szybkością inaktyw acji tej sa­
mej cechy znajdującej się w DNA biorcy, w yodrębnionym  po rekom bi­
nacji genetycznej. Biologiczna aktyw ność badanej cechy m aleje z taką 
sam ą szybkością w obu wypadkach. W ynik ten  miał rozstrzygające zna­
czenie dla ukształtow ania poglądów na transform ację w okresie, gdy po­
ważnie traktow ano teorię tak  zwanej „zm iany m atrycy” . W edług niej 
rola pobranego DNA dawcy m iałaby polegać na tym , że stanow iłby on 
wzorzec do replikacji niektórych odcinków chromosomu biorcy. Zakła­
dając, że rozpad 32P w DNA z takim  samym  praw dopodobieństw em  
uszkadza biologiczą aktyw ność dawcy jak  i biorcy, F o x  (32) obliczył, 
że wielkość wbudowanego fragm entu  DNA odpowiada cząsteczce o cię­
żarze około 600 000 daltonów. Podobnych dowodów w budow ania frag ­
m entu  DNA dawcy dostarczył pom iar czasu inaktyw acji transform ow a­
nej cechy przez prom ieniowanie UV, gdy tym inę DNA dawcy zastąpiono 
przez 5-brom ouracyl zwiększający wrażliwość DNA na działanie u ltra ­
fioletu. Badana cecha w ykazała taką samą wrażliwość na prom ieniow a­
nie UV zarówno wtedy, gdy znajdow ała się w DNA dawcy, jak  i wów­
czas, gdy jej aktyw ność była już związana z DNA biorcy (107).

W ielu inform acji o losie transform ującego DNA w kom órkach biorcy 
dostarczyły badania, w których używano DNA dawcy znakowanego izo­
topam i radioaktyw nym i oraz ciężkimi. Znakowanie takie w połączeniu 
z techniką ultraw irow ania w gradiencie gęstości chlorku cezu (75) po­
zwala odróżnić „ciężkie” DNA dawcy i „lekkie” DNA biorcy, tworzące 
osobne, dobrze oddzielone pasma. W yniki badań w układach tran sfo r­
m acji D. pneumoniae, B. subtilis i H. influenzae  w ykazały zarówno po­
dobieństwo jak  i różnice między układam i.

*

3. R ekom binacja genetyczna u D. pneum oniae

Pierw szym  badanym  i stosunkowo najdokładniej poznanym  jest układ 
transform acji D. pneumoniae  (34, 60, 62).

W doświadczeniach L a c k s a (60, 62) bakterie  biorcy pobierały w cią­
gu 15 m inut DNA znakowany 32P. N astępnie były one, po różnych okre­
sach czasu, rozpuszczane i odbiałczane. Frakcjonow anie w kolum nie w y­
pełnionej m etylow aną album iną na ziemi okrzem kowej oraz analiza 
DNA bakterii w gradiencie gęstości CsCl pozwoliło ustalić ciężar czą­
steczkowy i s tru k tu rę  drugorzędową pobranego DNA. Okazało się, że na­
tychm iast po wniknięciu do kom órki 50%  radioaktyw nego m ateria łu  
znajdowało się we frakcji DNA będącego w form ie pojedynczych łańcu­
chów. Pozostały 32P był równo rozdzielony pomiędzy natyw ne DNA i dia­
lizujące cząsteczki, składające się z nieorganicznych fosforanów, glicero- 
fosforanu oraz czterech 5’-dezoksynukleotydów. Radioaktyw ność frakcji 
natyw nego DNA Lacks tłum aczy w ykorzystaniem  produktów  degradacji 
pobranego DNA, prawdopodobnie 5’-nukleotydów , do norm alnej syntezy
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komórkowego DNA. Tłumaczenie to opiera się na b rak u  aktyw ności cech 
dawcy w DNA biorcy w początkowym  etapie transform acji, i na w ystę­
powaniu radioaktyw ności we frakcji natyw nego DNA biorcy naw et po 
pobraniu heterologicznego, nietransform ującego 32P-DNA. Znakow ane 
fosforany nieorganiczne, w ykryw ane w tym  w czesnym  etapie tran sfo r­
macji, najpraw dopodobniej pochodzą z defosforylacji nukleotydów . Obec­
ność 32P w glicerofosforanie może być wynikiem  usta len ia  się równowagi 
m iędzy znakow anym i fosforanam i nieorganicznym i a pulą glicerofosfo- 
ranu  w komórce.

Ponieważ praw ie połowa wnikającego do kom órek DNA ulega poka­
wałkowaniu, a druga połowa jest przekształcona w  form ę pojedynczego 
łańcucha L a c k s  (60,61) uważa, że przem iany te  są podstaw ow ą re ­
akcją tow arzyszącą przechodzeniu DNA przez ścianę kom órek pneumo-  
coccus. W yobraża je sobie jako „przew lekanie” cząsteczek przez ścianę 
kom órkową przy aktyw nym  udziale DN-azy niszczącej ty lko jeden łań ­
cuch DNA, rozpoznawany na podstawie polarności (63).

W ciągu następnych 10 m inut inkubacji bak terii, k tóre pobrały 
32P-DNA zanika frakcja jednołańcuchowego DNA, jednocześnie pojaw ia 
się radioaktyw ność we frakcji natyw nych cząsteczek DNA i nowow prow a- 
dzona cecha ujaw nia biologiczną aktywność. Do frakcji natyw nego DNA 
zostaje włączona w sposób trw ały  m niej więcej V5 m ateria łu  rad ioak tyw ­
nego, wprowadzonego do komórek.

Dalszy los DNA pobranego przez kom órki D. pneumoniae  badali F o x  
i A l l e n  (34) używ ając znakowanego fosforem  32P, deuterem  2H oraz 
ciężkim azotem 15N DNA dawcy, k tó ry  miał cechę oporności na strep to ­
m ycynę. Odbiałczone lizaty komórkowe biorcy, sporządzone w różnych 
odstępach czasu po pobraniu transform ującego DNA, były frakcjonow ane 
w gradiencie gęstości chlorku cezu. Jak  się okazało, po w łączeniu nowej 
Cechy do genomu biorcy ciężki, transform ujący  DNA jest związany 
z DNA biorcy w ten  sposób, że jego charak terystyczna gęstość w CsCl 
jest zamaskowana (rysunek 5). Połączenie to praw dopodobnie jest ko- 
w alentne, ponieważ u trzym uje się po denaturacji cieplnej a także a lka­
licznej, która niszczy w iązania wodorowe pomiędzy zasadam i azotowymi 
kom plem entarnych łańcuchów DNA. Ponadto działanie sił ścinających, 
prowadzące do zm niejszenia ciężaru cząsteczkowego DNA z 20 do 1 milio­
na, powoduje przesunięcie zaw ierających nowow prow adzoną cechę cząste­
czek do pozycji pośredniej m iędzy gęstością DNA daw cy i biorcy. Tam 
też znajduje się m ateriał radioaktyw ny DNA dawcy (rysunke 6A). W tym  
stanie, denaturacja  cieplna prowadzi do w ydzielenia zdenaturow anego 
ciężkiego DNA, znakowanego 32P, tak  samo jak  DNA daw cy (rysunek 6B). 
Jest to dowodem, że DNA, które w w yniku działania sił ścinających zna­
lazło się w pozycji o gęstości pośredniej pomiędzy gęstością DNA dawcy 
i biorcy, było hybrydem  m ającym  jeden łańcuch „lekki” , a drugi 
„ciężki” .
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Jest to chyba najbardziej przekonyw ujący dowód świadczący o tym, 
że biologiczna aktyw ność nowonabytego genu zaw arta jest w natyw nych 
cząsteczkach DNA biorcy w postaci kow alentnie z nim związanych jed- 
nołańcuchowych fragm entów  DNA dawcy. Ciężar cząsteczkowy tych frag­
m entów, wydzielonych po sonikacji i denatu racji cieplnej p reparatu , wy­
nosi około V2 m iliona, co stanow i V40 część dwułańcuchowej cząsteczki 
transform ującego DNA o ciężarze cząstkowym  2X 107 (patrz dodatek II).

Rys. 5. Rozkład gęstości DNA w yodrębnionego z bakterii b iorców  potraktow anych  
potrójnie znakow anym  (32P, 15N, 2H) transform ującym  DNA w  ciągu 15 min. w  37°C, 
a następnie inkubow anych 3 min. w  37°C. Strzałka w skazuje oczekiw ane położenie  

„ciężkiego” DNA. W edług F oxa (33).
O— ® — • — ro zk ła d  r a d io a k ty w n o śc i D N A  d a w cy
x —x —x —x — ro zk ła d  tr a n s fo r m u ją c e j  a k ty w n o ś c i D N A  d a w cy
o—o—o ------ ro zk ła d  tr a n s fo r m u ją ce j  a k ty w n o śc i D N A  b io r cy

S k a la  p o  p ra w ej s tr o n ie  ozn acza  lic zb ę  tr a n s fo r m a n tó w  w  m l p o m n o żo n ą  przez  5X10-» 
w  p rz y p a d k u  m a rk era  d a w c y  a przez  10~* w  p rzy p a d k u  m ark era  b io rcy .

O wnoszeniu nowych cech dziedzicznych do chromosomu biorcy przez 
jeden z kom plem entarnych łańcuchów DNA dawcy świadczą również ba­
dania G u i l d a  i R o b i s o n a  (43). Po częściowym rozdziale kom­
p lem entarnych  łańcuchów DNA z D .pneumoniae  za pomocą w irowania 
w gradiencie gęstości chlorku cezu przy pH  12, wykazali oni aktyw ność 
transform ującą frakcji odpowiadających zarówno „lekkiem u” jak  i „cięż­
kiem u” łańcuchow i DNA. Całkowity rozdział kom plem entarnych łańcu­
chów DNA z D. pneumoniae  przeprow adzili R o g e r ,  B e c k m a n n  
i H o t c h k i s s  (95) na drodze frakcjonow ania zdenaturow anego DNA na 
kolum nach z m etylow anej album iny. Każda z otrzym anych kom plem en­
tarnych  frakc ji DNA w yw oływ ała transform ację. Oznacza to, że nowa
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cecha dziedziczna może być włączona do chromosomu biorcy nie tylko 
w postaci właściwego jej zapisu, lecz także w postaci sekw encji nukleo- 
tydów  kom plem entarnych do tego zapisu, będących m atrycą do replikacji 
fragm entów  polinukleotydow ych, odczytyw anych przez polim erazę DNA.

Rys. 6 . Rozkład gęstości ekstraktów  zaw ierających DNA z transform ow anych bak­
terii. W edług F o x  a (33).

D N A  d a w c y  p o tró jn ie  zn a k o w a n e  (3JP , 16N , 2H).
R y s. A . E k s tr a k ty  p od d an e  s o n ik a c j i
R y s. B . E k s tr a k ty  p od d an e  s o n ik a c ji i c ie p ln e j d en a tu r a c j i.
S trz a łk i w sk a z u ją  o c ze k iw a n e  p o ło ż e n ie  c ię żk ieg o  n a ty w n e g o  D N A  d a w cy .
•  — •  r o zk ła d  r a d io a k ty w n o śc i D N A  d a w c y
x —x  ro zk ła d  tra n s fo r m u ją ce j  a k ty w n o śc i D N A  d a w c y
o—o— ro zk ła d  tr a n s fo r m u ją ce j a k ty w n o śc i D N A  b io r c y .
S k a la  p o  p ra w e j s tr o n ie  ozn a cza  lic z b ę  tr a n s fo r m a n tó w  w  1 m l p o m n o żo n ą  przez 1,25 

w  p rzy p a d k u  m ark era  d a w cy , a p o m n ożon ą  przez  10—s w  p rzy p a d k u  m ark era  b io r c y .

W nioski o włączeniu DNA dawcy do jednej z kom plem entarnych nici 
chrom osomu biorcy uzyskały dodatkowe potw ierdzenie w w ynikach in­
teresu jących  doświadczeń G u e r r i n i e g o  (cytowane w edług (33)). 
Bezpośrednio po pobraniu DNA przez hodowlę biorców G uerrin i dopro­
wadzał do zabicia 95% tw orzących kolonie jednostek działaniem  u ltra ­
dźwięków, po którym  w skupiskach kom órek D. pneumoniae  mogła pozo­
stać najw yżej jedna żywa bakteria. Badanie potom stw a tych  pojedyn­
czych transform antów  wykazało, że jest ono mieszane: złożone z tra n s­
form ow anych i nietransform ow anych komórek, co uważa się za świadec­
two segregacji heterozygotycznych transform antów  (patrz dodatek III).

4. R ekom binacja genetyczna u H. influenzae  i B. subtil is

Analogiczne badania nad transform acją  H.influenzae  (80, 107, 115, 
116, 117) oraz B.subtilis (10, 11, 89) również dostarczyły dowodów w bu­

http://rcin.org.pl



[13] T R A N S F O R M A C JA  B A K T E R II 573

dow yw ania fragm entów  DNA daw cy do chromosomu biorcy. P raw do­
podobnie i w tych  układach w łączane są fragm enty  pojedynczych łań ­
cuchów DNA dawcy (11, 80), jednak  z chromosomów rekom binantów  
B.subtlis ani H.injluenzae  nie udało się dotąd wydzielić fragm entów  DNA 
dawcy. Dokonano jedynie pom iarów przesunięć pasm  znakow anych czą­
steczek DNA rekom binantów  poddanych sonikacji, denatu rac ji oraz u l- 
traw irow aniu  w  gradiencie gęstości chlorku cezu. Po pobraniu DNA przez 
kom órki biorców B.subtilis i H.injluenzae  nie w ykryw a się w  nich jedno- 
łańcuchowego DNA dawcy w form ie niezwiązanej z chromosomem. Z li- 
zatów kom órkow ych można natom iast wyodrębnić pobrane DNA dawcy 
w rodzim ej form ie dwułańcuchow ej charakteryzującej się pełną ak tyw ­
nością transform ującą  (80). Przypuszcza się jednak, że losy DNA po 
w niknięciu do kom órek oraz proces in tegracji pobranego DNA w trzech 
badanych układach są w istocie takie same, różnice polegałyby tylko na 
szybkości przebiegu poszczególnych reakcji wiodących do w ytw orzenia 
transform antów  (80). W przypadku B.subtilis  przypuszczenia takie są 
poparte w ynikam i badań C h i l t o n  (17), która w ykazała aktyw ność 
transform ującą  pojedynczych łańcuchów DNA, co jest jednak  sprzecz­
ne z wcześniejszym i doniesieniami R o w n d a ,  G r e e n a  i D o t y  
(73, 96, 98). W przypadku H.injluenzae  sy tuacja jest jeszcze bardziej 
niejasna, ponieważ pewne fak ty  świadczą o włączaniu dw ułańcuchow ych 
fragm entów  DNA dawcy do chrom osomu biorcy (47, 114). H e r r i o t t  
(47) stw ierdził bowiem, że hybrydow e DNA m ające w jednym  łańcuchu 
cechę oporności na streptom ycynę, a w drugim , kom plem entarnym  łań ­
cuchu — cechę oporności na nowobiocynę, przekazywało obie te cechy 
jako związane, podobnie jak norm alny, transform ujący  DNA, w yodręb­
niony z kom órek m utan ta  B.subtilis opornego na oba antybio tyki (patrz 
dodatek IV).

Zarów no w przypadku D.pneumoniae  jak  i B.subtilis i H.injluenzae  
usiłowano w yjaśnić czy rekom binacja genetyczna w ym aga aktyw nego 
udziału syntezy DNA w komórce. Syntezę tę hamowano 5-fluorodezoksy- 
u rydyną (31), bądź przeniesieniem  bakterii do soli fizjologicznej (115) lub, 
w przypadku użycia tym ino-zależnych szczepów biorców, usunięciem  ty - 
m iny z pożywki (9), co jednak nie miało zupełnie w pływ u na rekom bi­
nację genetyczną. Inna m etoda polegała na hodowaniu w pożywce zawie­
rającej 5-brom ouracyl zależnych od tym iny bakterii-biorców , które na­
stępnie przenoszono do pożywki z tym iną i transform ującym  DNA. Lizaty 
kom órek, k tóre uprzednio pobrały DNA, w irow ane w gradiencie gęstości 
chlorku cezu w ykazyw ały transform ującą aktyw ność rekom binantów  
tylko w paśm ie ciężkiego DNA; pasmo hybrydow e, zsyntetyzow anego 
de novo  DNA nie miało nowej aktyw ności transform ującej (9). Tylko 
ten  osta tn i rodzaj doświadczeń dostarcza przekonyw ujących dowodów 
braku  w ykryw alnego udziału syntezy DNA w rekom binacji. W innych 
bowiem doświadczeniach frakcja  kom órek kom petentnych nie była po­
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zbawiona surowców do syntezy DNA, m ając bogate zasoby nukleotydów  
pochodzących z degradacji części pobranego transform ującego DNA. Po­
niew aż kom órki te stanow iły nikłą frakcję całej populacji biorcy, odby­
w ającą się w nich synteza DNA mogła pozostać niezauważona.

Dotychczas dane świadczą o degradacji tej części pobranego DNA, 
k tó ra  nie została włączona do chromosomu. Przypuszcza się, że produkty  
degradacji są częściowo zużywane do syntezy nowego DNA w komórce 
(11, 60, 80, 107). Można dodać, że rekom binacja genetyczna odbywa się 
norm alnie w w arunkach zaham owania syntezy RNA i białek (49).

N adzieję na w yjaśnienie m echanizm u genetycznej rekom binacji ko­
jarzy  się ostatnio z odkryciem  enzymów biorących udział w ciemnej 
reak tyw acji DNA naświetlonego prom ieniam i u ltrafio letow ym i (76, 102, 
106) oraz ligazy polinukleotydowej (81, 118). Enzymy reak tyw ujące  wy­
cinają oligonukleotydowe fragm enty  pojedynczych łańcuchów  z dwu- 
łańcuchow ych cząsteczek DNA, natom iast ligaza łączy kow alentnym i 
w iązaniam i krótkie odcinki polinukleotydów  5’-fosforanów  w tedy gdy 
tw orzą one wodorowe wiązania z kom plem entarnym  łańcuchem  wyso- 
kocząsteczkowego polinukleotydu. Zgodnie z dzisiejszym i poglądam i ten 
rodzaj aktyw ności enzym atycznej powinien odgryw ać rolę katalityczną 
przy w łączaniu fragm entów  DNA dawcy do chrom osom u biorcy.

V. Fenotypowe ujawnienie nowonabytych cech

T ransform ujący  DNA, k tó ry  w niknął do kom órek bakterii, nie może 
być źródłem  inform acji dla syntezy białek przed w łączeniem  do genomu 
gospodarza, ale i po tym  w ydarzeniu nie od razu następu je  ujaw nienie 
nowych cech. Jedynym  w yjątkiem  jest natychm iastow e rozpoczęcie w y­
tw arzania transform ow anej am ylom altazy u D.pneumoniae  (64). W pozo­
stałych, znanych przypadkach fenotypowe w yrażenie nowej cechy odbywa 
się z pew nym  opóźnieniem, niejednakow ym  dla różnych kom órek danej 
populacji. Pojaw ienie się pełnej liczby transform antów  w ym aga zwykle 
1 do 2-godzinnej inkubacji hodowli po kilku m inutow ym  okresie pobie­
ran ia  DNA. Zatem  czas fenotypowego w yrażenia transform acji jest k il­
kakro tn ie  dłuższy od czasu trw ania  jednej generacji bak terii (1, 30, 53, 79, 
87, 94). Nasuw a się pytanie czy kom órki transform antów  przestają  się 
dzielić w tym  okresie czy też zm niejszona aktyw ność m etaboliczna jest 
charak terystyczną cechą kom petentnej frakcji hodowli (79). Na razie 
m ożna ty lko powiedzieć, że praw dopodobnie oba przypuszczenia są 
słuszne. Za jednym  z nich przem aw ia obserw acja N e s t e r a (78), k tó ry  
stw ierdził, że zarówno transform anty  jak  i kom petentna frakcja  popu­
lacji B.subtilis  jest oporna na działanie penicyliny; świadczy to o zaha­
m ow aniu wzrostu, ponieważ an tybio tyk  ten  działa jedynie na dzielące 
się bakterie . Drugie przypuszczenie znajduje potw ierdzenie w w ynikach 
badań g rupy C a n e l l a k i s a  (58), k tóre dowodzą, że stan  fizjologiczny 
kom órek B.subtilis  po pobraniu DNA różni się od stanu  kom órek kom ­
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petentnych, co w yraża się zwiększoną opornością transform antów  na 
działanie purom ycyny i aktynom ycyny D. W yniki te są zgodne z zaob­
serw ow anym  przez G i m l i n a  i wsp. (37) ham ow aniem  w zrostu popu­
lacji B.subtilis przez transform ujący  DNA oraz z ostatnim i doniesienia­
mi P i e c h o w s k i e j  i S h u g a r a  (91), z których w ynika, że tra n s­
form ujący DNA może naw et wywołać obum arcie części kom petentnej 
populacji bakterii.

VI. Występowanie transformacji w naturze

Z doświadczeń G r i f f i t h a  (41) wynika, że jest możliwe przepro­
wadzenie transform acji in vivo  drogą podskórnego lub dootrzewnego 
w strzyknięcia zabitego szczepu dawcy i żywego szczepu biorcy. A u s ­
t r i a n  (3) oraz O t t o l e n g h i  i M a c L e o d  (84) uzyskali transform a­
cję również w przypadku w strzyknięcia obu żywych szczepów — dawcy 
i biorcy.

W ielu badaczy stw ierdziło nagrom adzanie się DNA w pożywkach, na 
k tórych rosły różne 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 niektórych przypadkach (13, 27) udowodniono, 
że wydzielone DNA odznacza się transform ującą aktyw nością. D otych­
czas nie w yjaśniono czy zew nątrzkom órkowe DNA gromadzi się na skutek 
aktyw nego w ydzielania czy też obum ierania i lizy n iektórych kom órek 
(patrz dodatek V). W iadomo, że DNA może być uw alniany przez kom órki 
pod wpływem  działania antybiotyków  (51).

T ransform acja in vitro  zachodząca we wspólnej hodowli szczepów 
dawcy i biorcy w skazuje na możliwość w ystępow ania podobnych pro­
cesów w naturze. M ogłyby one prowadzić do w ytw arzania się nowych
i niekiedy lepiej przystosow anych do środow iska m ikroorganizm ów. 
Przem aw iają za tym  doświadczenia C o n a n t a  i S a w y e r a  (18), 
którzy um ieścili żywe, słabo w iru len tne szczepy biorcy i dawcy D.pneu­
moniae w środow isku ich naturalnego w ystępow ania — w drogach odde­
chowych m yszy i o trzym ali jako produkt transform acji silnie chorobo­
twórczy szczep dwoinek zapalenia płuc.

VII. Zastosowanie transformacji

T ransform acja znajduje tak  szerokie zastosowanie, że jej opis 
m ógłby być przedm iotem  niejednego artykułu . Należy więc chociaż w y­
m ienić dziedziny, k tó rym  ona służy.

Dla genetyków  transform acja  stanow i stosunkowo prosty  układ do 
badań nad rekom binacją genetyczną w ystępującą u w szystkich organiz­
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mów żyw ych oraz do szczegółowego m apow ania krótkich  odcinków chro­
mosomów bak tery jnych  (27).

System atycy  tra k tu ją  transform ację jako spraw dzian podziału ro ­
dzajów bak terii na gatunki (72), ponieważ w arunkiem  jej w ystępow ania 
jest daleko idące podobieństwo pomiędzy chrom osomam i dawcy i biorcy.

Fizykochem ikom , zajm ującym  się kwasam i nukleinow ym i, tran sfo r­
m acja służy do ustalenia zależności m iędzy składem  chem icznym , kon­
figuracją p rzestrzenną i w ielkością a biologiczną aktyw nością cząste­
czek DNA.

Dla biologów i biochemików, transform acja  jest modelowym  układem  
w badaniach nad oddziaływaniem  pom iędzy cząsteczkam i DNA i żyw y­
mi kom órkam i w ich natu ra lnym  środowisku. Zainteresow anie tym  mo­
delem  wzrosło w ostatnich latach  na skutek w ykrycia rakotwórczego 
działania DNA wirusów  (23, 36, 56, 57) i DNA wyodrębnionego z tkanek 
zwierzęcych (45, 46, 74) (tak zw ana transform acja  nowotworowa). O ist­
nieniu w spólnych punktów  w układach, w k tórych  w ystępuje DNA i ko­
m órki bak tery jne  względnie zwierzęce świadczą niedaw ne odkrycia 
z zakresu transfekcji. Okazało się mianowicie, że kom petentne kom órki 
B.subtilis mogą pobrać DNA w yodrębniony z w irusów  polyoma w yw ołu­
jących now otw ory zwierzęce. Pobranie takiego DNA prowadzi do roz­
mnożenia i uw olnienia z bak terii norm alnych w irusów  polyoma, zakaź­
nych dla kom órek zwierzęcych (8). Je s t to jedno z odkryć, które przyczy­
niają się do uwidocznienia jedności św iata organizm ów żywych.

A utorka dziękuje M iędzynarodow ej O rganizacji Zdrowia oraz W ellcom e Trust  
za finansow ą pomoc udzieloną na badania w łasne, których w ynik i są dyskutow ane  
w  nin iejszym  przeglądzie.

LITERATURA

1. A b e  M., M i z u  n o  D., Biochim. B iophys. Acta  32, 464 (1959).
2. A l i  o w a y  J. L., J. Exp. Med. 57, 265 (1933).
3. A u s t r i a n  R., Bact. R ev .  16, 31 (1952).
4. A v e r y  O. T., M a c L e o d  C. M.,  M c C a r t h y  M., J. Exp. Med.  79, 137 

(1944).
5. B a ń k o w s k a  E., D o b r z a ń s k i  W.  T., O s o w i e c k i  H., Post. Biochem.

12, 189 (1966).
6 . B a r n  h a r t  B. J., Biochim. B iophys. A c ta  142, 465 (1967).
7. B a r n h a r t  B.  J., H e r r i o t t  R. M., Biochim. B iophys. Acta  76, 25 (1963).
8. B a y r e u t h  e r  K.  E., R o m i g  W. R., Science  146, 778 (1964).
9. B o d m e r  W. F., J. Mol. Biol. 14, 534 (1965).

10. B o d m e r  W. F., J. Gen. Physiol .  49, 233 (1966).
11. B o d m e r  W.  F., G a n e s a n  A. T., G enetics  50, 717 (1964).
12. C a i r n s  J., J. Mol. Biol. 6 ,'208 (1963).

http://rcin.org.pl



[17] T R A N S F O R M A C JA  BA K TE R II 577

13. C a 1 1 i n B. W., J. Bacteriol. 79, 579 (1960).
14. C a t  l i n  B. W., Science  124, 441 (1956).
15. C a t l i n  B.  W. ,  C u n n i n g h a m  L. S., J. Gen. Microbiol.  19, 522 (1958).
16. C h a r p a k  M.,  D e d o n d e r  R., Compt. Rend. 260, 5638 (1965).
17. C h i l t o n  M. D., Science 157, 817 (1967).
18. C o n a n t J. E., S a w y e r  W. D., J. Bacteriol.  93, 1869 (1967).
19. D a v i s o n  P. F., Proc. Nat. Acad . Sei. U.S. 45, 1560 (1959).
20. D a v i s o n  P. F., N ature  185, 918 (1960).
21. D a w s o n  M. H., S i a  R. H. P., J. Exp. Med. 54, 681 (1931).
22. D e n n i s  E.  S., W a k e  R. G., J. Mol. Biol.  15, 435 (1966).
23. D i M a y o r k a  G.  A. ,  E d d y  B.  E., S t e w a r t  S. E., H u n t e r  W.  S., 

F r i e d  C., B e n d i c h  A., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 45, 1805 (1959).
24. D o b r z a ń s k i  W.  T., O s o w i e c k i  H., Bull. Acad. Polon. Sei. Cl. II, 14, 

765 (1966).
25. D o b r z a ń s k i  W. T., inform acja ustna.
26. D o t y  P. ,  M a c  G i l l  B.  B., R i c e  S. A., Proc. Nat. Acad. Sei. 44, 432 

(1958).
27. E p h r u s s i - T a y l o r  H., Sym posium  on the M utational Process, Prague, 

A ugust 9— 11 1965, str. 127.
28. F e l k n e r  J. C., W y s s  O., Biochem. Biophys. Res. Com m .  16, 94 (1964).
29. F o x  M. S., Biochim. Biophys. A c ta  26, 83 (1957).
30. F o x  M. S., J. Gen. Physiol.  42, 737 (1959).
31. F o x  M. S., N ature  187, 1004 (1960).
32. F o x  M. S., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 48, 1043 (1962).
33. F o x  M. S., J. Gen. Physiol.  49, 183 (1966).
34. F o x  M. S., A l l e n  M. K., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 52, 412 (1964).
35. F o x  M. S., H o t c h k i s s  R. D., N ature  179, 1322 (1957).
36. G e r b e r  P., V iro logy  16, 96 (1961).
37. G i m 1 i n D. M., H a r d m a n  S. D.,  K e l l e y  B.  N. ,  B u t l e r  G.  C., L e a c h  

F. R., J. Bacteriol.  92, 366 (1966).
38. G o o d g a l  S. H., J. Gen. Physiol .  45, 205 (1962).
39. G o o d g a l  S. H., He r r i o 11 R. M., w  The C hem ical B asis of H eredity, 

red. M cElroy i G lass, The Johns Hopkins Press, N ew  Y ork 1957, str. 336.
40. G o o d g a l  S. H. ,  H e r r i o t t  R. M., J. Gen. Physiol .  44, 1201 (1961).
41. G r i f f i t h  F ., J. Hyg. Camb. 27, 113 (1928).
42. G u i 1 d W. R., D e F i 1 i p p e s F. M., Biochim. B iophys. A c ta  26, 241 (1957).
43. G u i l d  W.  R.,  R o b i s o n  M., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 50, 106 (1963).
44. H a y e s  W., J. Gen. Microbiol. 45, 385 (1966).
45. H a y s  E. F., N ature  201, 780 (1964).
46. H a y s  E. F.,  C a r r  J. A., Cancer Res. 22, 1319 (1962).
47. H e r r i o t t  R. M., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 47, 146 (1961).
48. H e r s h e y  A.  D.,  B u r g i  E., J. Mol. Biol. 2, 143 (1960).
49. H i r o k a w a  H.,  I k e d a  J., J. Bacteriol. 92, 455 (1966).
50. H o t c h k i s s  R. D., w  L es U nités B iologique doués de continu ité génétique, 

w yd. C.N.R.S., P aris 1948, str. 55.
51. H o t c h k i s s  R. D., Cold Spring Harbor S ym p. Quant. Biol.  16, 457 (1951).
52. H o t c h k i s s  R. D., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 40, 49 (1954).
53. H o t c h k i s s R. D., w  The C hem ical B asis of H eredity, red. M cElroy i G lass, 

The Johns H opkins Press, N ew  York 1957, str. 321.
54. H o t c h k i s s  R. D., w  Procedures in N ucleic A cid R esearch, red. G. L. 

C antoni, D. R. D avies, Harper and Row. Publ., N ew  York 1966, str. 541.
55. H o t c h k i s s  R.  D.,  M a r m u r  J., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 40, 55 (1954).
56. I t o  Y., V iro logy  12, 596 (1960).

http://rcin.org.pl



578 M. PIE C H O W SK A [IP]

57. 11 o Y., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 47, 1897 (1961).
58. K ä m m e n  H.,  W o j n a r  R.,  C a n e l l a k i s  E., Biochim. B iophys. A cta  123, 

56 (1966).
59. K l e i n s c h m i d t  A. K., VI Int. Congress of B iochem . N ew  York 1964.
60. L a c k s  S., J. Mol. Biol. 5, 119 (1962).
61. L a c k s  S., G enetics  53, 207 (1966).
62. L a c k s  S., G r e e n b e r g  B., C a r l s o n  K., J. Mol. Biol.  29, 327 (1967).
63. L a c k s  S., G r e e n b e r g  B., J. Biol. Chem. 242, 3108 (1967).
64. L a c k s  S., H o t c h k i s s  R. D., Biochim. Biophys. A c ta  39, 508 (1960).
65. L e i d y  G.,  J a f f e e  J., A l e x a n d e r  H. E., Proc. Soc. E xp tl .  Biol. Med.

111, 725 (1962).
66. L e o n a r d  C. G.,  M a t t h e i s  D.  K. ,  M a t t h e i s  M.  J., H o u s e w r i g h t  

R. D., J. Bacteriol.  83, 200 (1964).
67. L e r  m a n  L. S., T o i  m a c h  L. J., Biochim. B iophys. A c ta  26, 68 (1957).
68. L e v  i n e J. S., S t r a u s s  N., J. Bacteriol.  89, 281 (1965).
69. L i t t  M.,  M a r m u r  J., E p h r u s s i - T a y 1 o r J., D o t y  P., Proc. Nat. 

Acad. Sci. U.S. 44, 144 (1958).
70. M a c H a t t i e  L.  A.,  B e r n s  K.  I., T h o m a s  C. A. Jr., J. Mol. Biol.  11, 

648 (1965).
71. M c C a r t y  M.,  A v e r y  O. T., J. Exp. Med. 83, 89 (1946).
72. M a r m u r J., F a 1 k o w  S., M a n d e 1 H., Ann. Rev. Microbiol.  17, 329 (1963).
73. M a r m u r  J., R o w n d  R.,  S c h i l d k r a u t  C. L., w  Progress in Nucleic 

A cid Res., tom  1, red. J. N. D avidson, W. E. Cohn, A cadem ic Press, New  
York 1963, str. 232.

74. M e e k  E. S., H o  w e r  T. F., Brit . J. Cancer 13, 121 (1959).
75. M e s e l s o n  M.,  S t a h l  F.,  V i n  o g r a  d J., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.

43, 581 (1957).
76. M o r i g u c h i  E., S u z u k i  K., Biochem. Biophys. Res. C om m .  24, 195

(1966).
77. N a v a  G.  C., G a l i s  A.,  B e i s e r  S. M., Nature  197, 903 (1963).
78. N e s t e r E. W., J. Bacteriol. 87, 867 (1964).
79. N e s t e r  E. W. ,  S t o c k e r  B. A., J. Bacteriol. 8 6 , 785 (1963).
80. N o t a n i  H. ,  G o o d g a l  S. H., J. Gen. Physiol.  49, 197 (1966).
81. O l i v e r  a B.  M.,  L e h m a n  I. R., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 57, 1700 (1967).
82. O s o w i e c k i  H.,  Ł a n c o w  W. A., Bull. Acad. Polon. Sei. Cl. II, 13, 339

(1965).
83. O t t o l e n g h i  E., H o t c h k i s s  R. D., Science  132, 1257 (1960).
84. O t t o l e n g h i  E., M a c L e o d  C. M., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 50, 417 

( 1963).
85. P a k u ł a  R., J. Bacteriol. 90, 1501 (1965).
86 . P a k u ł a  R., J. Bacteriol. 94, 75 (1967).
87. P a k u ł a  R.,  P i e c h o w s k a  M. ,  B a ń k o w s k a  E., W a l c z a k  W., Acta  

Microbiol. Polon. 11, 205 (1962).
8 8 . P a k u ł a  R.,  W a l c z a k  W., J. Gen. Microbiol. 31, 125 (1963).
89. P e n e  J. J., R o m i g W. R., J. Mol. Biol. 9, 236 (1964).
90. P e r r y  D.,  S l a d e  H. D., J. Bacteriol.  91, 2216 (1966).
91. P i e c h o w s k a  M., S h u g  a r  D., A cta  Biochim. Polon.  14, 277 (1967).
92. P i e c h o w s k a  M., Sh u g a r D., Bull. Acad. Sci. Cl. II, 15, 595 (1967).
93. P i e c h o w s k a  M., S h u g a r D., Acta  Biochim. Polon.  14, 347 (1967).
94. R a v i n  A.  W. ,  I y e r  V. N., J. Gen. Microbiol.  26, 277 (1961).
95. R o g e r  M. ,  B e c k m a n n  C. O., H o t c h k i s s  R. D., J. Mol. Biol. 18, 

174 (1966).
96. R o w n d  R., Praca doktorska, H arvard U niversity , Cam bridge, M ass (1963).

http://rcin.org.pl



T R A N S F O R M A C JA  B A K T E R II 579

97. R o w n d R., British  Med. Bull. 21, 187 (1965).
98. R o w n d  R.,  G r e e n  D. M. ,  D o t y  P., A bstr .  B iophys. Soc. TB7 (1963).
99. S c h a e f f e r  P., Compt. Rend. Acad. Sei. 245, 375 (1957).

100. S c h a e f f e r  P., The Bacteria, red. I. C. G unsalus, R. Y. Stanier, A cadem ic 
Press, N ew Y ork 1964, str. 87.

101. S c h a e f f e r  P. ,  E d g a r  R. S., R o l f e  R., Compt. Rend. Acad. Sei. 154, 
1978 (1960).

102. S e t l o w  R. B., Science  153, 379 (1966).
103. S p e n z e r  T. H. ,  H e r r i o t t  R. M., J. Bacteriol.  90, 911 (1965).
104. S p i z i z e n  J., R e i l l y  B.  E., E v a n s  A. H., Ann. Rev . Microbiol. 20, 371

(1966).
105. S t r a u s s  N., J. Bacteriol.  91, 702 (1966).
106. S t r a u s s  B. ,  S e a r a s h i  T., R o b b i n s  M., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 56, 

932 (1966).
107. S t u y  J. H., J. Mol. Biol.  13, 554 (1965).
108. S t u y  J. H.,  S t e r n  D., J. Gen. Microbiol. 35, 391 (1964).
109. T a k a h a s h i  J., G i b b o n s  N. E., Can. J. Microbiol.  3, 687 (1957).
110. T a l m a d g e  M.  B.,  H e r r i o t t  R. M., Biochem. Biophys. Res. Comm. 2, 

203 (1960).
111. T o m a s z  A., B e i  s e r  S. M., J. Bacteriol.  90, 1226 (1965).
112. T o m a s z  A. ,  H o t c h k i s s  R. D., Proc. Natl. Acad. Sei. U.S. 51, 480 (1964).
113. T o m a s z  A. ,  M o s s  e r  J. L., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 55, 58 (1966).
114. V e s t r i  R.,  F e l i c e  t t i  L., L o s t i a  0., Nature  209, 1154 (1966).
115. V o l l  M.  J., G o o d g a l  S. H., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 47, 505 (1961).
116. V o l l  M.  J., G o o d g a l  S. H., J. Bacteriol.  90, 873 (1965).
117. V o l l  M.  J., G o o d g a l  S. H., Biochim. Biophys. Acta  119, 65 (1966).
118. Z i m m e r m a n  S. B., L i t t l e  J. W. ,  O s h i n s k y  C. K. ,  G e l i e r t  M., 

Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 57, 1841 (1967).
119. Y o u n g  F. E., N ature  213, 773 (1967).
120. Y o u n g  F.  E.,  S p i z i z e n  J., J. Bacteriol. 36, 392 (1963).

DODATEK

I O statnie autoradiograficzne badania Y a v o r a  i T o m a s z a  ( Y a v o r ,  G. T., 
T o m a s z  A., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.,t>0, 1216 (1968), potw ierdziły  w yn ik i Y oun- 
ga dotyczące układu transform acji B. subtil is  a ponadto dow iodły, że w  niektórych  
kom petentnych populacjach D. pneumoniae  w szystk ie  kom órki pobierają DNA pod­
czas gdy obserw uje się tylko około 10%> transform acji.

II W edług późniejszych badań G u r n e y a  i F o x a  (J. Mol. Biol.  32, 83 (1968)) 
ciężar cząsteczkow y fragm entów  DNA daw cy, integrow anych do chrom osom u biorcy, 
m oże być zróżnicow any i waha się od m niejszego niż 1 X 10 6 daltonów  do w yższego  
niż 5 X 1 0 6 przy czym  średnia w artość jest określona na 1,5 do 3X 1 0 6 daltonów.

III Po oddaniu n in iejszego artykułu do druku ukazała się szczegółow a publi­
kacja zaw ierająca opis cytow anych dośw iadczeń: F. G u e r r i n ,  M.  S.  F o x ,  Proc.  
Nat. Acad. Sci. U. S .  59, 429 (1968).

IV O statnie badania zespołu prof. D o t y  (R. R o w n d ,  D.  M.  G r e e n,  
R. S t e r n g l a n z ,  P.  D o t y ,  J. Mol. Biol. 32, 369 (1968); C. M u 1 d e r, P.  D o t y ,  
J. Mol. Biol.  32, 423 (1968)) oraz C h e v a l l i e r  i B e r n a r d i  (M. R C h e ­
v a l l i e r  G.  B e r n a r d i ,  J. Mol. Biol. 32, 437 (1968)) oparte na frakcjonow aniu  
DNA poddanego denaturacji cieplnej, św iadczą o tym , że zarówno w  przypadku  
B. subtil is  jak i H. influenzae, DNA w  form ie pojedynczych łańcuchów  jest pozba-
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w ionę ak tyw ności biologicznej. W przypadku B. subtil is  udow odniono naw et, że 
brak ak tyw ności w yw ołany jest niezdolnością kom órek bakteryjnych do pobrania 
pojedynczych łańcuchów  DNA (R. R o w n d  i w sp. 1968). N ie w yklucza to m oż­
liw ości zachow ania biologicznej aktyw ności DNA w  przypadku przekształcenia  
dw ułańcuchow ych cząsteczek w  pojedyncze łańcuchy polidezoksynukleotydow e, k tó ­
re nastąpiłoby już po pobraniu DNA przez bakterie.

V Spraw a ta została ostatnio w yjaśn iona w  jednym  z badanych układów  a m ia­
now icie w  przypadku kom órek B. subtil is  w ydzielan ie DNA do podłoża jest uzależ­
n ione od w zrostu  populacji i m oże być zaham ow ane przez dodatek chloram fenikolu, 
a zatem  jest jedną z funkcji żyw ych kom órek (E. E p h r a t i - E l i z u r ,  G en e t . 
Res. Camb.  11, 83 (1968)).
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N ależy podaw ać kolejno: L. p., nazw isko autora i p ierw sze litery  im ion  
(podaje się nazw iska w szystk ich  autorów  w  kolejności podanej w  ory­
ginale), skrócony tytu ł czasopism a, tom  (podkreślony), stronica i rok 
(w naw iasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chsm. 202, 
793 (1953). W ykaz skrótów  tytu łów  czasopism  podają Post.  Biochem.  7, 
601, (1961). Cytując książki należy podać kolejno: nazw isko i p ierw sze l i ­
tery im ion autora(ów), tytuł, w ydaw cę, m iejsce i rok w ydania; np.: Ba­
ranow ski T., Podręcznik B iochem ii, PZWL, W arszawa 1963. Cytując 
artykuły w  pracy zbiorowej należy podać po tytu le tom  i nazw iska w y ­
daw ców, oraz na końcu stronicę; np. Schneider W. C., w  M ethods in En- 
zym ology, tom  III, red. S. P. C olow ick i N. O. Kapłan, A cadem ic Press, 
N ew  York 1957, str. 680.
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