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INFORMACJA DLA AUTORÓW

P o stęp y  B iochem ii publikują artykuły referatow e ze w szystk ich  
dziedzin b iochem ii nie drukowane w  innych czasopism ach. A rtykuły  
drukowane w  P ostępach  B iochem ii nie mogą być bez zgody R edakcji 
publikow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły są honorowane w g usta
lonych staw ek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. Autora obow iązuje korekta autorska. Koszty zm ian tekstu w  k o
rekcie, poza popraw kam i b łędów  drukarskich ponosi autor.

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

Form a m aszynopisu . 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 prawej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej stro
nie należy zam ieścić tylko: im iona (w pełnym  brzmieniu) i nazw iska  
autorów, ich tytu ły  naukow e wraz z nazw am i placów ek naukow ych, 
tytu ł pracy w  języku polskim  i angielskim  oraz om ów ienie tem atu pra
cy w  języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy m aszynopisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską, a podroz
działy — arabską. Tytuły nie w ydzielone z tekstu nie pow inny być n u 
m erowane.

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

Pow ołując się na literaturę należy podać w  tekście, w  naw iasie, 
kolejny num er pozycji w  sp isie literatury.

Z ałączn ik i do tekstu . Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tek ś
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 tytu łu  pracy.

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

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

L itera tura . W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
stronach m aszynopisu, w  alfabetycznej kolejności nazw isk autorów.
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P o s t.  B lo c h e m .  18, 539—551 (1972).

H A N N A  R Y B IC K A  *

Purynowe prekursory kwasów nukleinowych 
w roślinach nasiennych

Purine Precursors of Ribonucleic Acids in Higher Plants

The d istribution of free purines, their nucleosides and nucleotides in higher  
plants (S p erm a to p h y ta ) are review ed . Changes in nucleoside and nucleotide pattern  
of d ifferent plants during som e physiological processes are discussed.

Badania pochodnych purynow ych frakcji kwaso-rozpuszczalnej w ro
ślinach wyższych prowadzone są ostatnio z coraz większą intensywnością. 
W podanym  w tym  przeglądzie spisie publikacji 11 pozycji ukazało się 
w okresie 1965— 1967 r., natom iast w latach 1968— 1970 dw ukrotnie w ię
cej. A utorzy tych prac zajm ują się występowaniem  i zawartością poszcze
gólnych związków purynow ych w różnych roślinach: w częściach nadziem 
nych, korzeniach, nasionach oraz w poszczególnych tkankach. W ostatnich 
latach  zwrócono również uwagę na zmiany zawartości pochodnych pu ry 
nowych podczas różnych procesów fizjologicznych, jak  dojrzewanie i k ieł
kowanie nasion oraz wzrost i rozwój innych części roślin.

Zwrócenie większej uwagi na związki purynow e frakcji kwaso-roz
puszczalnej wiąże się z rozwojem badań nad kwasam i nukleinowym i 
w roślinach. Pochodne purynow e są bowiem produktam i pośrednim i za
równo w syntezie jak  i degradacji polinukleotydów. Pula związków p u ry 
nowych w roślinie i zmiany jej wielkości mogą wskazywać na intensyw 
ność i k ierunek przem ian w roślinie podczas procesów w zrostu i rozwoju, 
a także na możliwość syntezy kwasów nukleinowych na drodze reutylizacji 
produktów  degradacji. Taka synteza w roślinie m iałaby fizjologicznie duże 
znaczenie, zwłaszcza w niektórych okresach, jak  np. kiełkowania nasion. 
Stanowi bowiem możliwość łatwego uruchom ienia rezerw  w okresie wzmo
żonej syntezy nowych związków, gdy młoda roślina w zasadzie nie po
biera jeszcze składników ze środowiska.

Z uw agi na to, że przegląd jest poświęcony prekursorom  kwasów nu
kleinowych, nie są uwzględnione takie związki jak  np. NAD, kininy czy 
alkaloidy purynowe.

* Dr, Instytu t B iochem ii i B iofizyki, P olska A kadem ia Nauk, W arszawa
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540 H . R Y B IC K A [2]

I. Występowanie pochodnych purynowych w roślinach nasiennych

W tablicy 1 zebrano inform acje o w ykrytych  w roślinach wyższych 
prekursorach purynowych, a w tablicy 2 ważniejsze dane o ich zawartości. 
W badaniach związków purynow ych frakcji kwaso-rozpuszczalnej stoso
wano różne m etody ekstrakcji z różnorodnego m ateriału  roślinnego oraz 
różne sposoby oczyszczania i izolowania poszczególnych pochodnych. 
Z uwagi na dużą różnorodność zarówno badanego m ateriału  jak  i stoso
wanych metod zestawienie i porównanie wyników jest dyskusyjne. W y
dawała się jednak celowa próba dokonania przeglądu danych o w ystępo
w aniu i zawartości pochodnych purynow ych w roślinach wyższych.

Tablica 1

Występowanie purynowych prekursorów kwasów nukleinowych w roślinach nasiennych

Roślina Prekursory purynowe Pozycje literatury

Zasady purynowe
Rodz. Trawy (Graminae)

pszenica (Triticum L.) adenina, guanina, hipoksan-
tyna 29, 40, 41, 42, 46

kukurydza {Zea mays L.) adenina, hipoksantyna 
Nukleozydy

10, 40

Rodz. Motylkowate (Papiliona- •

ceae)
groch (Pisum sativum L.) adenozyna, guanozyna, 16, 17 (patrz tabl. 4),

ksantozyna 49
Rodz. Trawy (Graminae)

pszenica (Triticum L.) adenozyna, guanozyna, 
inozyna, ksantozyna

29, 40, 41, 42, 46

kukurydza (Zea mays L.) adenozyna
Nukleotydy

10, 40

Rodz. Sosnowate (Pinaceae)
modrzew (Larix decidua Mill.) AMP, ADP, ATP, GMP, 

GDP, GTP
23 (patrz tabl. 2)

sosna (Pinus silvestris L.) ATP 7
świerk (Picea abies Karst.) ATP 7

Rodz. Brzozowate (Betulaceae) '
leszczyna (Corylus avellana L.) AMP, ADP, ATP 14

Rodz. Komosowate (Cheno-
podiaceae) ,

burak cukrowy AMP, ADP, ATP 38 (patrz tabl. 2)
szpinak AMP, ADP, ATP, GTP 33

Rodz. Jaskrowate (Ranunculaceae)
ziarnoplon (Ficaria verna Huds.) AMP, ADP, ATP 6

Rodz. Różowate (Rosaceae)
truskawka ADP, ATP, GDP, GTP 31 (patrz tabl. 2)

Rodz. Motylkowate (Papiliona-
ceae)
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[3] P U R Y N O W E  P R E K U R S O R Y  R N  A R O Ś L IN 541

d.c. tablicy 1

bób ( Vicia faba L.) AMP, ADP, ATP, GMP, 
GTP

1. 2

groch (Pisum sativum L .) AMP, ADP, ATP, GMP, 15, 17 (patrz tabl. 4),
IMP 30 (patrz tabl. 2),

fasola (Phaseolus L.)
45, 49

AMP, ADP, ATP, GMP, 3, 4, 18 (patrz tabl.
GDP, GTP 2), 24, 47 (patrz 

tabl. 2), 50, 51 
(patrz tabl. 8), 52 
(patrz tabl. 6)

soja AMP, ADP, ATP, GMP, 28 (patrz tabl. 3),
GDP, GTP 34

Rodz. Ślazowate (.Malvaceae)
bawełna (Gossypium arboreum) AMP, ADP, ATP 27

Rodz. Klonowate (Aceraceae)
jawor (Acer pseudoplatanus L.), AMP, ADP, ATP, GMP, 

GTP
19 (patrz tabl. 7)

Rodz. Baldaszkowate (Umbel-
liferae)
marchew ATP 5

Rodz. Psiankowate (Solanaceae)
ziemniaki {Solarium tuberosum) AMP, ADP, ATP, GDP, 

GTP
11

pomidor (Solarium lycopersicum L .) AMP, ADP, ATP, GMP, 20 (patrz tabl. 2),
GDP, GTP 24, 44

Rodz. Trawy (Graminae)
owies AMP, ADP, ATP, GMP, 9 (patrz tabl. 2),

n GDP, GTP 26
pszenica (Triticum L .) AMP, ADP, ATP, GMP, 8 (patrz tabl. 2),

GDP, GTP, IMP 12 (patrz tabl. 2),
26, 32 (patrz tabl. 3), 
40, 41, 42, 43, 46

jęczmień AMP, ADP, ATP, GDP, 
GTP

9 (patrz tabl. 2)

kukurydza (Zea mays L.) AMP, ADP, ATP, GMP, 
GDP, GTP, IMP

10, 21, 22, 24, 40

ryż AMP, ADP, ATP, GTP 37

Dane w tablicy 1 zestawiono w ujęciu system atyki botanicznej. Przy 
takim  przedstaw ieniu m ateriału  uderza bardzo m ała ilość prac poświęco
nych zasadom purynowym : dotychczas opublikowane dane dotyczą tylko 
rodziny traw . Nieco więcej uwagi poświęcono nukleozydom, badanym  
również w rodzinie m otylkowatych. Najczęściej przedm iotem  badań były 
nukleotydy, k tóre identyfikow ano w roślinach z 11 rodzin gromad nago- 
i okrytonasiennych. W literatu rze brak jest danych o w ystępowaniu de- 
zoksypochodnych purynow ych w roślinach.

Najczęściej badano rośliny zielne, znacznie rzadziej drzewiaste. Nie
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zajmowano się np. drzewam i owocowymi z rodziny różowatych. Nie po
święcono także uwagi roślinom zielarskim, które charakteryzują się in
tensyw ną syntezą pewnych związków np. alkaloidów, terpenów, glikozy
dów i innych.

Badane były głównie części nadziemne roślin. Znacznie m niej uwagi 
poświęcono korzeniom i nasionom. Sporadycznie tylko zajmowano się po
szczególnymi tkankam i, jak na przykład kambium, ksylem  czy bielmo.

Z badań nad zawartością nukleotydów purynow ych (tablica 2) wynika, 
że nukleotydy adenino we w ystępują w roślinach w dużo większej ilości 
niż guaninowe. N ukleotydy adeninowe dom inują wyraźnie w każdej ana
lizowanej roślinie, niezależnie od tego, do jakiej rodziny ona należy i jaką 
jej część w ybrano do analiz.

Tablica 2

Zawartość nukleotydów purynowych w niektórych roślinach nasiennych

Roślina
Nukleotydy w nanomolach/1 g świeżej masy Pozycja

litera
turyAMP ADP ATP GMP GDP GTP

Modrzew (tkanki kambialne) 25,0 4,7 2,7 3,9 1,7 0,8 23
Modrzew (tkanki młodego
ksylemu) 3,4 0,4 23
Burak cukrowy (liście) 8,8 15,3 26,5 38
Truskawka (liście) 59,0 98,0 11,0 14,4 31
Groch (korzenie) 8,7 23,7 88,1 30
Fasola (korzenie) 15,0 22,0 110,0 10,0 14,0 47
Fasola (liście) 30,0 60,0 280,0 o 40,0 47
Fasola (liście) 12,0 18,0 69,0 7,0 8,0 18
Pomidor (zielone owoce) 2,7 3,2 2,2 0,9 0,8 20
Owies (części nadziemne) 35,0 47,0 76,0 7,0 8,0 9
Jęczmień (części nadziemne) 33,0 43,0 40,0 8,0 7,0 9
Pszenica (części nadziemne) 35,0 49,0 72,0 14,0 15,0 8
Pszenica (liście) 31,0 53,0 58,0 12

Brak jest istotnych różnic w składzie nukleotydów w roślinach nale
żących do rozm aitych, naw et odległych od siebie, grup botanicznych. 
Spośród roślin charakteryzujących się gromadzeniem  dużych ilości róż
nych substancji zapasowych badano: burak  cukrowy, k tóry  zawiera duże 
ilości sacharozy, rośliny z rodziny m otylkowatych, żyjące w symbiozie 
z bakteriam i Rhizobium  i zawierające dużo białka w nasionach, a także 
rośliny z rodziny traw , odkładające w ziarnach skrobię. Nie ma jednak 
istotnych różnic w składzie nukleotydów purynow ych tych roślin.

W częściach asym ilującycb roślin (liście, części nadziemne) w ykryw a
no najwięcej ATP, znacznie m niej ADP, a najm niej AMP. Mniej badane 
były nukleotydy guaninowe, ale także znajdowano więcej GTP od GDP
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czy GMP. Tylko zielone owoce pomidora charakteryzow ały się niemal 
jednakową zawartością mono-, dw u- i trój fosforanów nukleozydów, przy 
czym zawartość tych wszystkich nukleotydów była bardzo niska w porów
naniu do innych organów asym ilujących w innych roślinach.

O ile w analizach części asym ilujących roślin zaobserwowano przewagę 
trój fosforanów nad monofosforanami nukleozydów, to zupełnie inaczej 
kształtu ją się te stosunki w tkance twórczej. W edług badań C u m m i n g  
(23), pobrane w okresie wiosennym tkanki kam bialne modrzewia zawie
ra ją  10-krotnie więcej AMP niż ATP i 5-krotnie więcej GMP niż GTP. 
Ta różnica między tkankam i twórczymi a asym ilującym i jest uderzająca.

Korzenie badano tylko u roślin z rodziny m otylkowatych. W ykryto, 
podobnie jak  w częściach asymilujących, więcej ADP niż AMP, a k ilka
krotnie więcej ATP niż każdego z pozostałych nukleotydów.

Dane dotyczące nasion podane zostaną w następnej części przeglądu.
Jak  w ynika z przedstawionych danych, w badanych roślinach znajdo

wano pochodne adeniny (zasadę, nukleozyd, a najczęściej nukleotydy).
O pochodnych guaniny jest mniej informacji, a tylko sporadycznie dono
szono o w ystępowaniu pochodnych hipoksantyny.

W roślinach znajdowano także związki nukleotydów z cukrami, m ające 
zasadnicze znaczenie w biosyntezie węglowodanów. W ykryto je u mo
drzewia w tkankach kambialnych, gdzie mogą brać udział w budowie 
pierwotnej ściany komórkowej oraz w m łodych kom órkach ksylemu, 
w których mogłyby pełnić rolę przy budowie w tórnej ściany komórko
wej (23). Ilości ich w tych tkankach są małe: w 1 gram ie świeżej masy 
znaleziono 3—4 nanomole ADP-cukrów i 1—3 nanomole GDP-cukrów. 
Liście truskaw ki w 1 gram ie świeżej m asy zaw ierały 1,5 nanomoli GDP- 
cukrów. Składnik cukrowy w tych nukleotydach stanowiły: D-ksyloza, 
D-mannoza, D-glukoza i D-galaktoza (31, 48), a w modrzewiu ponadto 
jeszcze fruktoza.

II. Zmiany zawartości pochodnych purynowych w roślinach nasiennych 
podczas niektórych procesów fizjologicznych

Zm iany zawartości pochodnych purynow ych obserwowano podczas 
niektórych procesów fizjologicznych roślin: dojrzewania i kiełkowania 
nasion, dojrzewania i starzenia się roślin, zazielenienia etiolowanych 
liści.

1. Dojrzewanie i k iełkow anie nasion

Badania wykazały znaczne zm iany zawartości nukleotydów puryno
wych podczas procesów tworzenia się nasion oraz ich imbibicji i kiełko
wania.
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Dojrzewanie ziaren pszenicy charakteryzuje podwojenie zawartości 
AMP, brak zmian ADP i dw ukrotny spadek zawartości ATP (tablica 3). 
W 12 i 32 dni po kw itnieniu w ziarnach w ykryw ano najw iększe ilości 
ATP, znacznie m niejsze ADP czy AMP. W pierwszym  okresie zawartość 
ATP w nasionach była nawet 20-krotnie większa od zawartości AMP, 
w drugim  tylko 4-krotnie (32).

Tablica 3

Zmiany zawartości nukleotydów purynowych podczas dojrzewania nasion

Pszenica wg J e n n e r a  
(32)

Soja wg G a 1 i t z a i H o w e 11 a (28)

Dni po kwitnieniu Waga jednego nasiona w mg
12 32 31,0 70,8 143,3 155,5

Nukleotydy w nanomolach/ 
g świeżej masy nasion

w nanomolach/g suchej masy nasion

AMP 15—17 29—32 220 140 120 290
ADP 72—74 62—66 ślad 40 60 40
ATP 304—312 122—150 0 ślad 120 110

GMP 350 20 10 40
GDP ślad 30 10 0

Dojrzewanie nasion soi charakteryzow ało zwiększenie się zawartości 
ADP i pojawienie się ATP. W m iarę zwiększania się masy nasiona za
wartość AMP początkowo zmniejszała się, a następnie w zrastała znacznie 
powyżej początkowej ilości. Początkowo spośród nukleotydów adenino- 
wych ilość AMP była największa, później równa ATP, a dw ukrotnie wyż
sza od ADP. W końcowym okresie w nasionach występowało ponad dw u
krotnie więcej AMP niż ATP i kilkakrotnie m niej ADP niż AMP. Zaw ar
tość nukleotydów guaninowych w ykazywała podczas dojrzewania nasion 
soi duże zmiany: praw ie dziesięciokrotny spadek ilości GMP oraz powsta
wanie i zanikanie GDP (28).

W zestawieniu tym  uderzają duże zmiany w zawartości pochodnych 
purynow ych podczas tworzenia się nasion. W spólnym zjawiskiem  dla obu 
roślin jest zwiększenie zawartości AMP. Należy tu  wysunąć zastrzeżenie, 
że obiekty badane są mało porównywalne, gdyż analizowane były nasio
na o wysokiej zawartości skrobi i nasiona o wysokiej zawartości białka 
i nie wiadomo czy badania rozpoczęto w okresie jednakowej dojrzałości 
nasion.

W dojrzałych nasionach innych roślin także przeważa AMP nad ADP 
i ATP. W 1 gram ie suchej m asy nasion leszczyny w ykryto 215 nanomoli 
AMP, a tylko 12 nanomoli ADP i 3 nanomole ATP (14). W dojrzałych na
sionach grochu znaleziono dw ukrotnie więcej AMP niż ADP, a 6-krotnie 
więcej niż ATP (tablica 4). Sądzić więc należy, że w dojrzałych nasionach 
zawartość AMP znacznie przeważa nad zawartością ATP.
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W dojrzałych nasionach grochu w ykryto (17) także GMP i IMP jednak 
w ilościach znikomych w porównaniu z nukleotydam i adeninówymi oraz 
stosunkowo dużo nukleozydów purynowych. Podczas pierwszych dwóch 
dni kiełkowania nasion grochu zwiększa się ilość ksantozyny i ATP, znacz
nie spada zawartość adenozyny, ADP i IMP oraz siedm iokrotnie zmniej
sza się zawartość AMP. Powstawanie ksantozyny świadczyłoby o zacho
dzących podczas kiełkowania procesach dezam inacji. Ilość guanozyny 
i GMP pozostaje bez zmiany. Zwiększenie zawartości ATP, a zmniejsze
nie AMP obserwowano także podczas kiełkowania leszczyny (14).

Tablica 4

Zmiany zawartości nukleozydów i nukleotydów purynowych 
podczas kiełkowania nasion grochu wg B r o w n a  (17)

Nasiona grochu
Czas imbibicji w godz

0 16 40

Nukleozydy i nukleotydy w nanomolach/1 g nasion*

Adenozyna 152 93 90
Guanozyna 66 68 65
Ksantozyna 91 176 178
AMP 447 256 69
ADP 218 216 112
ATP 69 241 116
GMP 13 13 11
IMP 15 15 8

* Próbki nasion w ażono przed im bibicją

Zm iany ilości związków adeniny i związków guaniny we frakcji kw a- 
so-rozpuszczalnej podczas kiełkowania ziaren pszenicy badał K e y s (35) 
(tablica 5). Oddzielnie analizowany był zarodek (część rośliny o silnych 
podziałach komórkowych) oraz endosperma (tkanka zapasowa). Po 4-dnio- 
wym  okresie kiełkowania wzrosła praw ie 20-krotnie zawartość związków 
adeniny i guaniny we frakcji kwaso-rozpuszczalnej zarodka. W bielmie 
natom iast po okresie parokrotnego zwiększenia ilości tych związków 
obserw uje się spadek ich zawartości. We frakcji kwaso-rozpuszczalnej 
znajdowano 2—3-krotnie więcej związków adeniny niż guaniny. Na pro
ces nagrom adzania związków adeniny i guaniny we frakcji kwaso-roz
puszczalnej ma wpływ tem peratura, w której k iełkuje roślina (36). Po 
czterech dniach kiełkowania w temp. 25°C w 1 gram ie suchej m asy zarod
ków znaleziono po hydrolizie frakcji kwaso-rozpuszczalnej 2,4^mola ade
niny i 0,7(Limola guaniny, ale w temp. 2°—5°C ilości te były dw u-trzykrot- 
nie niższe.
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Obserwowany wzrost zawartości związków adeniny i związków guani- 
ny we frakcji kwaso-rozpuszczalnej zarodka podczas kiełkowania nasuwa 
pytanie czy zjawisko to jest w ynikiem  syntezy de novo pierścienia pury- 
nowego, czy degradacji kwasów nukleinowych i grom adzenia pewnej puli 
pochodnych purynow ych do syntezy nowych kwasów nukleinowych w ro
snącej młodej roślinie. P r i c e  i M u r r a y  (39) badali przem iany

Tablica 5

Zmiany zawartości związków adeniny i guaniny frakcji kwasorozpuszczalnej podczas kiełkowania
pszenicy wg K e y s a (35)

Zarodek Endosperma
Czas imbibicji w godz.

0 12 25 48 103 0 12 25 48 103

Puryny* w nanomolach/jedno ziarno

Adenina 1,3 3,4 6,5 14,4 25,1 1,7 4,5 4,1 5,4 4,4
Guanina 0,4 1,0 1,9 4,5 7,7 0,9 1,2 1,4 2,8 1.9

* Po hydrolizie zw iązków  frakcji kwaso-rozpuszczalnej

8-14C-adeniny w zarodkach pszenicy. Stw ierdzili oni wzrost radioaktyw 
ności frakcji nierozpuszczalnej w kwasie z korzenia i liści w okresie inku
bacji zarodków. Autorzy ci w ykryli, że w zrasta kilkadziesiąt razy aktyw 
ność 3'-nukleotydazy, a aktywność enzymów hydrolizujących AMP i IMP 
nieznacznie. Parokrotnie zwiększa się aktywność fosforybozylotransferaz 
adeniny i hipoksantyny. Dane te  w skazywałyby na możliwość reutylizacji 
związków purynowych, pow stających z degradacji kwasów nukleinowych 
kiełkującego ziarna, w procesie syntezy nowych kwasów nukleinowych 
młodej rośliny. Przekształcenie w nasionach leszczyny 8-14C-adeniny pra
wie całkowicie w adenozynę, AMP i ADP (13) również nasuwa przypusz
czenie o możliwości dalszego zużywania tych związków w procesach ana
bolicznych.

2. D ojrzew anie i starzenie się roślin

Zm iany zawartości nukleotydów purynow ych podczas procesów doj
rzew ania i starzenia się pierwszych liści fasoli badali W e i n s t e i n  
i wsp. (52) (tablica 6). Liście zaw ierają znacznie więcej nukleotydów ade
niny niż guaniny. Zawartość nukleotydów obu puryn  m aleje parokrotnie 
w czasie dojrzewania i starzenia się liści. W badanych okresach wzrostu 
i rozwoju liści ilość ATP przewyższa ADP, a także parokrotnie — AMP. 
Podobnie wykryw ano większe ilości GTP niż GDP. W liściach zawartość 
trójfosfonukleozydów przeważa zatem  nad mono- i dwufosfonukleozydami.

http://rcin.org.pl



[9] P U R Y N O W E  P R E K U R S O R Y  R N  A R O Ś L IN 547

Podobne zmiany zawartości nukleotydów adeninow ych i guaninowych 
obserwowali B r o w n  i S h o r t  (19) w hodowli zawiesiny kom órek ja- 
wora (tablica 7). Nukleotydy adeninowe w ystępują w większej ilości niż 
guaninowe. Zawartość ich w zrasta parokrotnie w czasie intensyw nych po-

Tablica 6

Zmiany zawartości nukleotydów purynowych podczas starzenia 
się liści fasoli wg W e i n s t e i n a  i wsp. (52)

Liście

młode dojrzałe starzejące się

Nukleotydy w nanomolach/1 g świeżej masy

AMP 27,2 19,9 7,6
ADP 78,4 54,2 23,9
ATP 136,3 77,5 50,0
GDP 19,1 8,8 6,4
GTP 32,0 15,8 8,4

działów kom órek (od ósmego dnia hodowli), ale w dojrzałych komórkach 
(21-szy dzień hodowli) spada. We wszystkich okresach hodowli w ykryw a
no większe ilości ATP niż AMP czy ADP oraz większe ilości GMP niż GTP.

Tablica 7

Zmiany zawartości nukleotydów purynowych w zawiesinie komórek jawora 
wg B r o w n a  i S h o r t  a (19)

Dni hodowli

0 4 8 21

Nukleotydy w [xmolach/109 komórek

AMP 0,5 3,4 3,4 0,4
ADP 0,7 2,1 2,8 0,7
ATP 2,9 11,3 8,1 2,8
GMP 1,3 4,1 2,8 1,3
GTP 0,3 1,4 0,5 0,3

W yraźne obniżenie zawartości nukleotydów podczas dojrzewania za
wiesiny kom órek jaw ora i liści fasoli może być w ynikiem  bądź procesów 
degradacji, bądź zużycia do syntezy kwasów nukleinowych, czy wreszcie, 
w przypadku liści fasoli, przemieszczenia do innych tkanek. Można się 
spodziewać, że w okresie intensywnych podziałów kom órek i ich wzrostu 
prekursory  purynow e są raczej zużywane do syntezy kwasów nukleino
wych. Za takim  przypuszczeniem przem awiałyby dwa fakty. Po pierwsze 
zawiesina komórek jaw ora przekształca 8-uC-adeninę w pochodne adeni
nowe (25), głównie ADP i' ATP, oraz pochodne hipoksantyny i guaniny,
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natom iast nie zauważono wydzielania jakichkolwiek radioaktyw nych p ro 
duktów degradacji do środowiska. Po drugie w tkankach ksylem u m o
drzewia znaleziono, pomimo dokładnych badań (23), AMP i GMP oraz 
ADP- i GDP- cukry tylko w niewielkich ilościach. Mogłyby to być przy 
tym nie transportow ane a własne związki młodej tkanki.

Omówione dane wskazywałyby na możliwość w ykorzystania puryno
wych nukleotydów do syntezy kwasów nukleinowych. Ze zmniejszenia ich 
puli w roślinach w m iarę dojrzewania tkanek m ożnaby wnosić, że są one 
syntetyzowane z coraz mniejszą intensywnością.

3. Zazielenianie etiolow anych liści

Zm iany nukleotydów podczas zazieleniania etiolowanych roślin fasoli 
badali W a l l i s  i B r a d b e e r  (51) (tablica 8). Etiolowane liście za
w ierają niewielkie ilości AMP i ATP i jeszcze m niejsze GMP i GDP. 
W czasie ciągłego oświetlenia zawartość poszczególnych nukleotydów p u 
rynowych w zrasta parokrotnie, przy czym ilość AMP przewyższa ATP, 
a GDP — GMP. Poza AMP i ATP w liściach w ystępują inne związki ade
niny, których zawartość podczas oświetlania wzrasta, natom iast nie ma 
innych pochodnych guaniny poza GMP i GDP. Świadczy o tym  porów na
nie ilości adeniny i guaniny odpowiadających zawartości tych nukleotydów 
z ilościami adeniny i guaniny oznaczonymi po hydrolizie frakcji kw a- 
so-rozpuszczalne j .

Tablica 8

Zmiany zawartości pochodnych purynowych podczas zazieleniania liści etiolowanych 14-to 
dniowych roślin fasoli wg W a l l i s a  i B r a d b e e r a  (51)

Czas oświetlania w godzinach
0 10 15 20 25 45

Pochodne purynowe w nanomolach/liść

AMP 3,3 4,8 5,2 6,8 10,4 9,6
ATP 2,7 4,4 2,6 5,6 8,6 5,1
GMP 0,9 0,8 0,8 1,0 0,8 1,4
GDP 0,9 0,7 1,4 2,4 1,1 2,7
Związki adeniny we frakcji
kwasorozp. 11,1 17,4 14,7 20,9 31,4 32,0
Związki guaniny we frakcji
kwasorozp. 1,8 1,5 2,2 3,4 1,9 4,1

W zestawieniu wyników badań pochodnych purynow ych w roślinach 
nasiennych można zaobserwować pewne prawidłowości w ystępowania 
i przem ian tych związków. Jednak duże trudności w in terp retacji uzyska
nych danych spraw ia przypadkowy dobór badanego m ateriału, dokonywa
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ny przez każdego z autorów według w łasnych kry teriów  i stosowanie od
m iennych m etod analitycznych.

W badanych przedstawicielach roślin nasiennych, głównie z gromady 
okrytonasiennych, najliczniej występowały pochodne adeniny, rzadziej 
guaniny, a tylko sporadycznie hipoksantyny. Najczęściej znajdowano nu- 
kleotydy tych puryn. Kwas inozynowy w ykryto tylko u przedstawicieli 
dwu rodzin. Biorąc pod uwagę fakt, że kwas inozynowy jest kluczowym 
związkiem w biosyntezie puryn  u bakterii i zwierząt, należy sądzić, iż 
związek ten  tworzony jest także we wszystkich roślinach, ale szybko zo
staje przekształcony w inne pochodne. Dużą rolę w badaniach syntezy 
i przem ian pochodnych purynowych odegrają prawdopodobnie w przy
szłości ku ltu ry  komórek i tkanek roślin oraz hodowle organów roślin. Do
tychczas badano zmiany nukleotydów purynow ych tylko w zawiesinie ko
m órek jawora.

Z przedstawionych danych wynika, że młode tkanki i organy roślinne 
zaw ierają więcej nukleotydów niż starsze o zmniejszonej aktywności me
tabolicznej. Zawartość nukleotydów ulega zmianie podczas procesów 
wzrostu i rozwoju roślin. W zrasta np. zawartość AMP podczas dojrzewania 
nasion, zazieleniania etiolowanych liści i w początkowym  okresie hodowli 
komórek, a ulega spadkowi podczas kiełkowania nasion, starzenia się liści 
oraz w późniejszym okresie hodowli komórek. Podobnie wzrost zaw ar
tości ATP zauważono w kiełkujących nasionach, w zazieleniających się 
etiolowanych liściach i w początkowym okresie hodowli komórek, nato
m iast spadek w starzejących się liściach i późniejszym okresie hodowli ko
mórek.

Brak jest danych o transporcie pochodnych purynow ych w układach 
tkanek przewodzących roślin.

Niewiele także wiadomo o przem ianach pochodnych purynowych 
w roślinach nasiennych, jakkolwiek jest to zagadnienie o znaczeniu nie 
tylko teoretycznym  ale i praktycznym . Do tej grupy roślin należą bowiem 
głównie rośliny upraw ne i sprawą bardzo istotną są inform acje o m eta
bolizmie prekursorów  kwasów nukleinowych. Ponieważ w ostatnich la
tach badania prekursorów  kwasów nukleinowych są nie tylko kontynuo
wane, ale i rozszerzane, można się spodziewać, że zagadnienie przem ian 
pochodnych purynowych, i ich utylizacji do syntezy kwasów nukleino
wych zostanie w znacznej mierze wyjaśnione.
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TO M ASZ G O ŁASZEW SK I  *, J A N  W. S Z A R K O W S K I  **

Badania nad syntezą rybosomowych kwasów rybonukleinowych 

Studies on the Ribosomal Ribonucleic Acids Synthesis

The literature data on rRNA synthesis are review ed.

Synteza rybosomowych kwasów rybonukleinowych (rRNA), stanow ią
cych pokaźną część RNA komórki, jest początkowym etapem  biogenezy 
rybosomów. Badania nad syntezą rRNA, rozpoczęte w latach sześćdziesią
tych, doprowadziły do wyizolowania genów struk tu ra lnych  — cistronów 
rRNA — kierujących tym  procesem (8, 15). Badania te dotyczą miejsca 
syntezy rRNA w komórce, a także obejm ują charakterystykę kwasu dezo
ksyrybonukleinowego stanowiącego m atrycę dla rRNA i produktów jego 
transkrypcji — poszczególnych klas rRNA.

O ile u prokariontów w ystępuje jedna pula rRNA, to u organizmów 
wyższych synteza rRNA zachodzi w poszczególnych organellach komórko
wych: jądrze, plastydach i mitochondriach. W związku z tym  badania pro
wadzone na organizmach eukariotycznych m ają również na celu poznanie 
współzależności między genami kodującymi rRNA w poszczególnych prze
działach metabolicznych komórki.

Znanych jest kilka klas rRNA o odmiennych w artościach stałych se
dym entacji (S). W komórkach organizmów eukariotycznych rybosomy cy- 
toplazm atyczne (pozaorganellowe) o stałej sedym entacji 80S zawierają 
jedną cząsteczkę 25—28S rRNA (o masie cząsteczkowej 1,3— 1,75X10® dal
tonów) i jedną — 18S rRNA (0,7X108 daltonów). U prokariontów  (bakterie 
i sinice) w rybosomach 70S w ystępują 23S rRNA (1,1 X106 daltonów) 
i 16S rRNA (0,56X10® daltonów). P lastydialne i m itochondrialne rybo
somy 70S u roślin zawierajg rRNA przypom inające wielkością rRNA bak
terii. M itochondrialne rRNA u zwierząt charakteryzują  się masą cząstecz
kową 3,5 X105 daltonów i 5,5 X105 daltonów (70).

Znane są również niskospolimeryzowane rRNA: 5S rRNA w ystępujący 
w rybosomach 70S i 80S oraz niedawno odkryty 5 ,8S — 7S rRNA w y
stępujący jedynie w 80S rybosomach (54, 55). Ich m asa cząsteczkowa w y
nosi od 3X 104—5X 104 daltonów (54). W ystępują one w rybosomach 
w równocząsteczkowych ilościach z wysokospolimeryzowanymi rRNA.

* Dr, Instytut Biochem ii i B iofizyki PAN, W arszawa 
** Prof. dr, Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN, W arszawa
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Prócz wym ienionych tu klas rRNA, które określa się m ianem  dojrza
łych rRNA, u eukariontów w ystępuje wysokospolim eryzowany prekurso- 
rowy rRNA o stałych sedym entacji 38—45S u różnych organizmów (lite
r a tu r a — patrz 59) oraz produkty pośrednie jego rozpadu, na przykład 
rRNA o stałej sedym entacji 32S (87). Losy metaboliczne prekursorowego 
rRNA są przedm iotem  intensyw nych badań (51, 57, 72, 73, 86, 87, 92).

Miejsce genetyczne odpowiedzialne za syntezę rRNA

S t e n t  i B r e n n e r  (82) ustalili, że w genomie pałeczki okrężnicy 
(Escherichia coli) istn ieje  określone m iejsce genetyczne (RC) kontrolujące 
syntezę rRNA. Późniejsze badania (1) pozwoliły na lokalizację (zmapowa- 
nie) miejsca RC na bakteryjnym  chromosomie (genomie). Dzięki wprow a
dzeniu przez G i l l e s p i e ’ e g o  i S p i e g e l m a n n a  (33) techniki 
sztucznej hybrydyzacji łańcuchów RNA i DNA i zastosowaniu jej do badań 
nad rRNA stwierdzono (95, 96), że DNA kom órek E. coli zawiera pewne 
odcinki kom plem entarne — w sensie reguły  Chargaffa — dla homologicz
nych (pochodzących z tego samego źródła) rRNA. Choć niejasna była re 
lacja tych odcinków nukleotydowych DNA z postulowanym  przez S t e n -  
t a  i B r e n n e r a  (82) miejscem genetycznym  RC, sugerowano, że są one 
cistronomi rRNA (95). Y a n k o f s k y  i S p i e g e l m a n n  (96) stw ier
dzili następnie, że u Bacterium megaterium  w ystępują dwa typy cistro- 
nów: dla 16S i dla 23S rRNA. W ynikało to z obserwacji, że 16S i 23S  rRNA 
nie współzawodniczyły w teście hybrydyzacji o to samo miejsce na nici 
DNA.

W komórce eukariontów procesami syntezy rRNA kieruje chrom atyna 
związana z jąderkiem , tzw. organizator jąderka czyli chrom atyna jąder- 
kotwórcza (2, 19, 36, 46, 49, 58, 79, 88), która jest odpowiedzialna zarazem 
za rozwój tej organelli. Jest to określony segm ent DNA na jednym  z chro
mosomów (2, 79, 88). Przekonującym  dowodem udziału chrom atyny jąder- 
kotwórczej w procesie transkrypcji rRNA była obserwacja B r o w n a  
i G u r d o n a (12) ustalająca ścisłą zależność rozwoju jąderka i biogenezy 
rybosomów u letalnego m utanta ropuchy platafm a (Xenopus laevis). Wraz 
z zahamowaniem procesu rozwoju jąderek — w skutek braku lub niewłaś
ciwego działania organizatora jąderkowego u tego m utanta — w strzym any 
jest jednocześnie rozwój rybosomów.

Już z wcześniejszych prac E d s t r ó m a  i B e e r m a n n a  (27) oraz 
E d s t r ó m a  i G a l l a  (28) wiadomo było, że skład nukleotydowy jąder
kowego RNA ze ślinianek Chironomus  i oocytów traszki jest odmienny 
od RNA syntetyzowanego w innych s truk tu rach  jądra. RNA jąderkowy, 
mianowicie, charakteryzuje się wysoką zawartością guaniny i cytozyny 
(G +  C), w czym przypomina rRNA z rybosomów cytoplazmatycznych.

Potwierdzeniem  tych obserwacji były wyniki uzyskane przez L i a u
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i wsp. (45). Autorzy ci stwierdzili, że w zależności od stężenia białek his- 
tonowych w jąderku komórek puchliny Novikoffa zmienia się skład nu- 
kleotydowy RNA syntetyzowanego w tej organelli in vitro. P rzy fizjolo
gicznym stężeniu histonów powstaje RNA zbliżony składem  do rRNA. Nie
dawno stw ierdzono (41), że w jąderku w ystępuje specyficzna polimeraza 
rRNA.

P rzy jm uje się dzisiaj, że jąderko nie tylko jest m iejscem syntezy pre
kursorów ego rRNA, lecz również aktyw nie uczestniczy w procesach jego 
dojrzewania: m etylacji cząsteczek i ich hydrolitycznego rozpadu przy 
udziale wysoce specyficznych rybonukleaz (por. 36, 51, 87).

P ierw otnym  produktem  transkrypcji genów rRNA u eukariontów jest 
w spom niany już prekursorow y rRNA, o stałych sedym entacji 38S—45S 
i masie cząsteczkowej od 2,7X10® daltonów (u roślin i niższych kręgow
ców) do około 4X10® daltonów (u ptaków i ssaków) (literatura — patrz 59). 
Pierw szą sugestię, że 45S RNA może być prekursorem  rRNA w kom ór
kach HeLa wysunęli pracownicy grupy S c h e r r e r a  (72, 73) oraz P e r -  
r  y (57). Wiadomo obecnie, że prekursorow y rRNA rozpada się w jąderku 
na produkty  pośrednie, z których ostatecznie pow staje jedna cząsteczka 
18S rRNA i jedna — 28.S rRNA. Część łańcucha prekursorow ego rRNA jest 
w tym  procesie odrzucana, a losy jej nie są poznane (59). Powiemy o tym  
szerzej w dalszej części artykułu.

Produktam i transkrypcji genów u prokariontów  są cząsteczki 16S 
rRNA i 23S rRNA (20). Są sugestie, że i w tym  przypadku pierwotnie po
w staje jeden wspólny prekursor, który ulega jednak rozpadowi jeszcze 
przed zakończeniem procesu transykrypcji (25, 62).

Izolowanie genów odpowiedzialnych za syntezę rRNA

W badaniach nad cistronami rRNA bardzo pomocną okazała się techni
ka izopiknicznego wirowania DNA w gradiencie gęstości chlorku cezu (91). 
Pozwala ona rozdzielić cząsteczki DNA o odm iennych wartościach gęstości 
pozornej (9). Gęstość ta wzrasta wraz ze wzrostem  zawartości G +  C 
w łańcuchu polinukleotydowym  (75). S c h i l d k r a u t  i M a i o  (74) 
stwierdzili, że jądrow y DNA nowotworowych kom órek myszy rozdziela 
się w gradiencie gęstości chlorku cezu i obok głównej frakcji pojawia się 
niewielka frakcja DNA, występującego przede wszystkim  w jąderku, okre
ślana jako DNA towarzyszący (satelitarny).

B i r n s t i e l  i wsp. (7) wykazali, iż w oocytach platanny — poza głów
ną frakcją DNA o gęstości Q =  1,700 g/cm3, w ystępuje DNA towarzyszący
o znacznie wyższej zawartości G +  C i wyższej o 9°C tem peraturze topnie
nia Tm, dla którego wartość q =  1,724 g/cm3. Z badań nad sztuczną hybry
dyzacją DNA towarzyszącego i rRNA wynikało, że DNA ten  jest hetero- 
genny w swym  składzie, a pewna liczba sekwencji nukleotydowych w nim
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zaw artych w ykazuje kom plem entarność w stosunku do rRNA (7, 13, 32, 
48, 50, 90). Sekwencje te  określono m ianem  rybosomowego DNA (rDNA) 
(7, 11, 23, 30, 67, 93, 94). Tak więc, rDNA jest zespołem cistronów odpo
wiedzialnych za syntezę rRNA. Jak się później okazało (94), pewne sek
wencje rRNA nie uczestniczą w aktyw nej transkrypcji rRNA (patrz niżej).

Rozmieszczenie cistronów rRNA w rDNA u Xenopus laevis szeroko ba
dali B i r  n s t i e 1 i wsp. (7). Autorzy ci śledzili zmiany intensywności 
hybrydyzacji 18S i 28S rRNA z fragm entam i rDNA uzyskiw anym i z czą
steczek natyw nych przy pomocy ultradźwięków. Dysponując fragm entam i 
DNA o masie cząsteczkowej około 0,3 X106 daltonów uzyskali drogą w iro
wania izopiknicznego rozdział sekwencji kom plem entarnych w stosunku 
do obu rRNA; gęstość pozorna sekwencji dla 18S  rRNA wynosiła 1,713, 
a sekwencji dla 28S rRNA — 1,721 g/cm3 (7). Skład nukleotydowy tak  roz
dzielonych odcinków DNA, obliczony z gęstości, odpowiadał składowi 18S 
i 28S rRNA, zaś ich aktywność hybrydyzacyjna była różna w stosunku do 
obu produktów transkrypcji.

W analogicznych doświadczeniach z DNA o znacznie wyższej masie 
cząsteczkowej (1,6X10® daltonów), nie uzyskiwano rozdziału obu rodza
jów sekwencji, ani cnie obserwowano różnic w zdolności hybrydyzacyjnej 
w stosunku do obu rRNA. Z doświadczeń tych w ypływ ał wniosek, że cis- 
trony rRNA (18S i 28S) ułożone są na niewielkich odcinkach rDNA.

Podobny typ doświadczeń prowadzili B r o w n  i W e b e r  (13, 14). 
Stwierdzili oni, że wysokospolim eryzowany rDNA ma wyższą gęstość po
zorną niż jego odcinki kom plem entarne z obu klasam i wysokospolim ery- 
zowanych rRNA. Świadczyłoby to, że w rDNA — obok sekwencji kom ple
m entarnych z rRNA — w ystępują odcinki niekom plem entarne o wyższej 
zawartości G +  C. Zdaniem  B i r n s t i e l a  i wsp. (7), cistrony rRNA są 
przedzielone odcinkami o wyższej zawartości G +  C, niekom plem entarnym i 
z rRNA, co równoważy różnicę pomiędzy gęstością stw ierdzaną dla odcin
ków kom plem entarnych i dla całej cząsteczki rDNA.

Przypuszczenia te potwierdzili D a v i d  i wsp. (23). Autorzy ci zaobser
wowali dwie fazy topnienia rDNA z erytrocytów  Xenopus laevis. Pierwsza 
faza dotyczyła, ich zdaniem, odcinków kom plem entarnych dla rRNA, cha
rakteryzujących się niższą zawartością G +  C, druga zaś — sekwencji nie- 
kom plem entarnych. Te ostatnie określono m ianem  DNA przedzielającego 
(ang. spacer DNA) (7, 14, 63, 90, 93, 94).

O obecności DNA przedzielającego w rDNA świadczyły też w yniki 
D a v i d a i wsp. (23) uzyskane w doświadczeniach hybrydyzacyjnych. 
Okazało się, że współzawodnictwo nadm iaru nieznakowanych dojrzałych 
rRNA o miejsce na nici rDNA uprzednio zhybrydyzowanej ze znakowa
nym 3H-40S prekursorow ym  rRNA, 32P-18S rRNA i 32P-28S rRNA jest 
intensywniejsze w przypadku dojrzałych rRNA. Oznacza to, że 40S pre- 
kursorow y rRNA zawiera pewne sekwencje nieobecne ani w 18S rRNA, 
ani w 28S rRNA. Obecne w rDNA sekwencje niekom plem entarne dla
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rRNA a odpowiadające przedzielającem u DNA, kodują zatem  być może, 
pewne odcinki prekursorowego rRNA.

Rozmieszczenie cistronów na nici rDNA badano również przez porów
nanie gęstości pozornej hybrydów rRNA-rDNA (7). Gęstość pozorna hy
brydu zależy bowiem od stosunku ilościowego RNA/DNA w hybrydzie 
i może być m iernikiem  kom plem entacji RNA z określonym  odcinkiem 
DNA. Do hybrydyzacji z DNA używano 32P-18S rRNA i 14C-28S rRNA. 
Gdy hybrydyzowano do nasycenia jednoniciowe cząsteczki DNA o masie
0,18X10® daltonów z 18S rRNA hybrydy wykazywały wysoki stosunek 
RNA/DNA. Dodanie 28S rRNA do hybrydu nie wpływało na zmianę gę
stości tego ostatniego, a zatem  nie zwiększała się w nim zawartość RNA. 
Odm ienny w ynik uzyskiwano z DNA o masie cząsteczkowej 3X10® dal
tonów. W tak dużej cząsteczce należało się spodziewać obecności jednej 
sekwencji kodującej 28S rRNA (1,6X10® daltonów) i je d n e j— kodującej 
18S rRNA (0,7X10® daltonów). Po dodaniu 18S rRNA w ilości nasycają
cej, DNA istotnie nie wykazywał już kom plem entacji z następną porcją 
18S rRNA, natom iast dodanie 28S rRNA powodowało podwyższenie gę
stości hybrydu. Doświadczenie to przem awia za ścisłym zespoleniem cis
tronów dla obu rRNA na nici rDNA.

Teoretycznie można rozważać przynajm niej trzy  modele ułożenia cis
tronów dla 18S i 28S rRNA (7). Zgodnie z jednym  z nich, wszystkie cis- 
trony dla jednej klasy rRNA tworzyłyby blok policistronowy, zawierający 
pewną liczbę sekwencji DNA rozdzielającego, sąsiadujący z blokiem cis
tronów drugiej klasy rRNA. Łatwość pękania dużych bloków policistro- 
nowych w czasie izolowania DNA byłaby przyczyną ¡niezwykle łatwego 
rozdziału rDNA podczas w irowania izopiknicznego na frakcje różniące się 
składem  nukleotydowym  i odpowiadające odcinkom kom plem entarnym  
dla każdej z klas rRNA. Jednakże B i r n s t i e l  i wsp. (7) wykazali, że 
cząsteczka rDNA o masie 3X10® daltonów posiada zdolność do hybrydy
zacji zarówno z 18S rRNA jak i 28S rRNA. Jeśli zatem  stosunkowo krótki 
łańcuch DNA w ykazuje kom plem entarność z obu klasam i rRNA, należy 
przyjąć, że cistrony obu rodzajów rozmieszczone są naprzem iennie. Z tych 
względów omówiony wyżej model bloków cistronowych został odrzuco
ny (7).

Dwa inne modele zakładają, że cistrony 18S rRNA i 28S rRNA leżą 
naprzem iennie na nici rDNA. Różnica między tym i modelami sprowadza 
się w zasadzie do topografii DNA przedzielającego. Cistrony 18S rRNA 
i 28S rRNA m ogłyby leżeć param i przylegając ściśle do siebie, a odcinki 
niekom plem entarnego DNA przedzielałyby sąsiednie pary  cistronów lub 
cistrony każdej pary.

W e n s i n k  i B r o w n  (94) zaproponowali niedawno model jednost
ki transkrypcyjnej rRNA na podstawie badań nad denaturacją rDNA X e-  
nopus laevis połączonych z obserwacjami w mikroskopie elektronowym. 
Zdaniem tych autorów, cistrony 18S rRNA i 28S rRNA przedzielone są
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krótkim i sekwencjam i rDNA niekom plem entarnego, o wysokiej zawar
tości G +  C, biorącym i udział w syntezie prekursorow ego rRNA. Znacznie 
dłuższe odcinki przedzielającego rDNA (3,7 X106 daltonów), sąsiadujące 
z cistronomi rRNA, nie biorą udziału w transkrypcji 40S rRNA. Krótkie 
sekwencje rDNA przedzielającego kodują, zdaniem W e n s i n k a  i B r o 
w n a  (94), tę część łańcucha prekursorow ego rRNA, która nie wchodzi 
w skład dojrzałych rRNA 18S i 28S.

Cząsteczka rDNA jest dwuniciowa.. R e e d e r  i B r o w n  (65) opisali 
metodę oddzielania obu nici i zbadali, k tóra z nich koduje rRNA. Metoda 
ta polega na w stępnej hybrydyzacji (tzw. prohybrydyzacja) rDNA z nie- 
znakowanym  rRNA. Jedna z nici — zdolna do hybrydyzacji staje się wów
czas „gęstsza” i można ją  oddzielić od nici niehybrydyzującej na. drodze 
wirowania izopiknicznego. Po usunięciu zhybrydyzowanego rRNA z od
dzielonej uprzednio nici, prowadzono hybrydyzację ze znakowanymi 
rRNA. Okazało się, że jedynie tzw. nić ciężka (nić H) rDNA — w przeci
w ieństw ie do nici lekkiej (nić L) — wykazuje wysoką aktywność hybry- 
dyzacyjną z rRNA. A zatem, tylko nić H odgrywa aktyw ną rolę w tra n 
skrypcji rDNA (65). Również w m itochondrialnym  DNA u Xenopus laevis 
pojedyncze sekwencje kodujące obie klasy rRNA są zlokalizowane na nici 
H (22).

Cistrony kodujące 5<S rRNA były przedm iotem  m niej intensyw nych 
badań. B l e y m a n  i wsp. (9) wykazali, że u bakterii aktynom ycyna D 
ham uje jednocześnie syntezę 5S rRNA i 23S rRNA, co wskazywałoby, że 
cistrony dla obu tych rRNA położone są blisko siebie. D o o l i t t l e  i P  a - 
c e (25) sugerowali, że u E. coli cistrony 5S rRNA 16S rRNA i 23S rRNA 
ulegają transkrypcji jako pojedyncza jednostka cistronowa. Zdaniem tych 
autorów (24), jednostka transkrypcyjna 5S rRNA zawiera więcej infor
m acji genetycznej niż wymaga tego pojedyncza cząsteczka produktu  tran s
krypcji; znaczyłoby to, że 5S  rRNA pow staje z bliżej nieokreślonej czą
steczki prekursorow ego RNA.

C o 11 i i wsp. (20) stw ierdzili, że geny 5S  rRNA u Bacillus subtilis są 
związane z zespołem genów kodujących 16S rRNA i 23S rRNA, przy czym 
cistrony 23S rRNA i 5S rRNA leżą w bezpośrednim  sąsiedztwie. Wniosek 
ten wynikał z obserwacji, że w  jednoniciowym  fragm encie rDNA (o m a
sie 2—4X 106 daltonów) w ystępują sekwencje kom plem entarne dla wszyst
kich trzech cząsteczek rRNA (5S, 16S i 23S rRNA), natom iast we frag
m encie m niejszym  (o masie 1X106 daltonów) w ykryw ane są jedynie sek
w encje kom plem entarne z 5S rRNA i 23S rRNA. Dopiero dalsze obniże
nie m asy cząsteczkowej rDNA (do 3—5X105 daltonów) pozwoliło rozdzie
lić cistrony dla 5S rRNA i 23S rRNA.

Prowadzono również badania nad cistronam i 5S rRNA u organizmów 
wyższych. B r o w n  i W e b e r  (13) oraz W a l l a c e  i B i r n s t i e l  
(91) stw ierdzili, że u letalnego m utan ta  platanny, nie w ytw arzającego ry 
bosomów, wykazującego delecję 99°/o rDNA, w ystępuje fizjologiczna liczba
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cistronów 5S rRNA. Ponadto wykazali, że rDNA kom plem entarny dla 5S 
rRNA w ykazuje niższą gęstość pozorną niż rDNA kom plem entarny dla 
wysokospolimeryzowanych rRNA. U muszki owocowej (Drosophila me-  
lanogaster) cistrony 5S rRNA nie w ystępują na chromosomie płciowym, 
gdzie zlokalizowane są geny dla wysokospolim eryzowanych rRNA (84).

B r o w n  i wsp. (15) donieśli niedawno o wyizolowaniu cistronów 5S 
rRNA z rDNA platanny. Stwierdzili oni, że jednostka transkrypcyjna 5S 
rRNA, o masie 5X105 daltonów, zawiera dwa rodzaje sekwencji nukleoty- 
dowych: odcinki o niskiej zawartości G +  C i in n e — o wysokiej. Te ostat
nie, stanowiące jedynie 7% m ateriału  jednostki transkrypcyjnej, są cistro- 
nam i kodującym i 5S rRNA. Pozostałe odcinki rDNA, stanow iłyby DNA 
przedzielający. Być może, cząsteczka 5S rRNA jest transkrybow ana w po
staci większego łańcucha polinukleotydowego ulegającego później rozpa
dowi. W niosek taki jest zgodny ze wspom nianą już sugestią D o o l i t 
t l e  ’ a i P a c e ’ a (24) na tem at syntezy 5S rRNA u bakterii. B r o w n  
i wsp. (13) podkreślają, że liczba genów kodujących 5S rRNA u Xenopus  
laevis przewyższa liczbę genów kierujących syntezą wysokospolimeryzo
w anych rRNA. Nie wiadomo jednak, czy cistrony 5S rRNA zlokalizowane 
są na jednym  chromosomie, jak to ma miejsce w przypadku cistronów 18S 
i 28S rRNA.

Istn ieje więc, jak się wydaje, zasadnicza różnica ułożenia cistronów 
5S rRNA u pro- i eukariontów. U bakterii cistrony dla 5S, 16S i 23S rRNA 
tworzą zespół, natom iast u organizmów eukariotycznych cistrony 5S rRNA 
są odgraniczone przestrzennie od cistronów 18S i 28S rRNA. T a r  t o f  
i P e r r y  (84) są zdania, że w toku ewolucji eukarionty wykształciły m e
chanizm niezależnej kontroli syntezy nisko- i wysokospolimeryzowanych 
rRNA, podczas gdy bakterie zachowały skoordynowaną regulację syntezy 
trzech klas rRNA. Znaczenie tego zjawiska nie zostało wyjaśnione. 
B r o w n  i W e b e r  (13) sądzą, że pomimo przestrzennego rozdzielenia 
cistronów 5S rRNA od cistronów 18S i 28S rRNA u eukariontów, synteza 
wysokospolimeryzowanych rRNA wpływa jednak na syntezę 5S rRNA. 
A utorzy ci zaobserwowali, że bezjąderkowe m utan ty  platanny, zawiera
jące cistrony dla 5S rRNA, ale nie posiadające cistronów dla pozostałych 
rRNA, nie są zdolne do syntezy 5S rRNA. M echanizm tej współzależności 
nie jest zrozumiały. Dodajmy, że synteza 5S rRNA zachodzi podczas me- 
tafazy, gdy 18S i 28S rRNA nie powstają (99).

Kolejność odczytywania cistronów rRNA

Jednostka transkrypcyjna rDNA musi zawierać pojedyncze miejsce 
przyłączania polim erazy rRNA, tzw. prom oter oraz miejsce uwalniania 
enzymu — term inator (25). Zdaniem P e t t i j o h n a  (61), polimeraza 
rRNA jest upakowana na genach w taki sposób, że inform acja genetyczna
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zaw arta w rDNA jest transkrybow ana in vivo  z najwyższą, fizjologicznie 
możliwą, szybkością. A utor ten, badając syntezę rRNA in vitro  na w y
izolowanym rDNA E. coli, stwierdził, że po 2—3 m inutach od rozpoczęcia 
syntezy pojawia się rRNA kom plem entarny z sekwencją 16S rDNA. Parę 
m inut później rozpoczyna się synteza 23S  rRNA, którego ilość, początkowo 
mała, dorównuje później ilości syntetyzowanego 16S rRNA. Prowadząc 
syntezę in vitro przy udziale całkowitego DNA kom órki E. coli P  e 11 i - 
j o h n (61) stwierdził, że rRNA stanowi 5%  powstającego RNA, mimo że 
rDNA stanowi jedynie 0,3°/o całkowitego DNA kom órki organizmu. Przy 
założeniu, że prędkość wydłużania się łańcuchów wszystkich klas kwasów 
rybonukleinowych jest jednakowa, w ynik taki sugeruje, iż zachodziła 
wówczas preferencyjna synteza rybosomowego RNA w ynikająca z w ięk
szej częstotliwości inicjacji syntezy rRNA w porównaniu do innych klas 
RNA. Kolejność procesów inicjacji syntezy 16S rRNA i 23S rRNA w ska
zuje, że u E. coli miejsce prom otera w operonie rRNA leży w pobliżu 
cistronu 16S rRNA, a dystalnie względem cistronu 23S rRNA. Podobny 
wniosek wynika z pracy D o o l i t t l e ’ a i P a c e ’ a (25). Zdaniem  tych 
autorów  transkrypcja  rRNA kończy się odczytywaniem  cistronu 5S rRNA.

Kolejność odczytywania poszczególnych segmentów rDNA platanny 
in vitro  przy udziale polim erazy RNA pochodzącej z komórek E. coli ba
dali szczegółowo R e e d e r  i B r o w n  (65). Stw ierdzili oni, że 18S rRNA 
i 28S rRNA różnią się składem nukleotydowym , przy czym stosunek iloś
ciowy cytozyny do uracylu dla obu rRNA jest niższy niż wartość obliczona 
dla rRNA syntetyzowanego na sekwencjach przedzielającego rDNA. Przez 
określenie stosunku C/U w poszczególnych klasach rRNA rozdzielonych 
w gradiencie gęstości sacharozy możliwe było oznaczenie ilości 18S rRNA, 
28S rRNA i RNA syntetyzowanego na przedzielającym  rDNA w różnych 
m om entach po rozpoczęciu syntezy. Okazało się, że po 15 m inutach tran s
krypcji stosunek ilościowy 18S rRNA do 28S  rRNA w produkcie tran s
krypcji wynosił 5, po godzinie spadał do 2. A zatem, 18S rRNA był syn
tetyzow any w pierwszej kolejności, później rozpoczynała się synteza 28S 
rRNA. Około 15% powstającego rRNA zawierało sekwencje kom plem en
tarne dla przedzielającego rDNA. M ateriał ten, obecny w cząsteczce pre- 
kursorowego rRNA, nie wchodzi w skład dojrzałych rRNA.

Liczba cistronów rRNA w komórce

Ilość DNA kom plem entarnego w stosunku do rRNA stanowi niew ielką 
część genomu u różnych organizmów (7, 18, 40, 52, 53, 61, 63, 69, 71, 76, 
96, 97). Znając wielkość puli DNA kom órki i przyjm ując, że sekwencje 
DNA kodujące rRNA m ają masę cząsteczkową zbliżoną do m asy cząstecz
kowej produktów  transkrypcji, można na podstawie doświadczeń hybry-
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dyzacyjnych określić liczbę cistronów rRNA w genomie. Pam iętać przy 
tym  należy, iż tylko nić H rDNA bierze udział w transkrypcji rRNA (65).

Cistrony rRNA nie w ystępują w genomie pojedynczo. W yjątkiem  oka
zał się drobnoustrój Mycoplasma sp., u którego ilość DNA kom plem entar
nego w stosunku do rRNA wystarcza zaledwie dla pojedynczych genów 
16S i 23S  rRNA (71). W genomie u E. coli (97) w ystępuje 5 kopii cistro
nów dla obu rRNA, u Bacillus subtilis — około 10 kopii (52). Cistrony dla 
wysokospolimeryzowanych rRNA w ystępują w równoważnych ilościach 
(58, 64, 80), cistrony 5S rRNA mogą być liczniejsze (13, 80).

Cistrony rRNA w ystępują na niewielkich odcinkach chromosomów 
tworząc zespoły (tandemy) (26, 52, 97). Zdaniem  P u r d o m a  i wsp. (63), 
u niektórych drobnoustrojów (np. Proteus mirabilis, Serratia marescens) 
zespoły cistronów rRNA mogą być bardziej rozproszone w genomie, co jest 
wynikiem  obecności wielu odcinków DNA przedzielającego.

W haploidalnym  genomie jądrow ym  u eukariontów liczba cistronów 
rRNA jest znacznie wyższa niż u bakterii (58). U różnych organizmów 
wyższych liczba ta może wahać się od blisko stu  do wielu tysięcy kopii 
w genomie (38). O dużej liczbie pow tarzających się identycznych sekw en
cji nukleotydowych świadczą w yniki badań nad renatu rac ją  satelitarnego 
DNA z jąder dyni (48), jeżowca Lytechinus variegatus (53) i muszki owo
cowej (10). Szybka renaturacja  tego DNA sugeruje, że w ystępują w nim 
duże zespoły identycznych sekwencji — „rodziny” cistronów rRNA (53). 
W związku z tym  pisze się o nadmierności (ang. redundancy) liczby genów 
rRNA (10, 13, 58, 67, 68, 69) w genomie u różnych gatunków.

M itochondria i plastydy, zawierające w pewnych stadiach rozwojowych 
organizmu pokaźną część puli DNA komórkowego (3), syntetyzują rRNA
— przynajm niej częściowo — na w łasnej m atrycy (16, 21, 42, 44, 77, 78, 83, 
85). Każda cząsteczka DNA m itochondriów platanny zawiera pojedynczy 
cistron dla obu rRNA (22). Każdy chloroplast w komórce klejnotki (Eu
glena gracilis) zawiera 20—45 cistronów rRNA (77, 78). Cistrony rRNA 
chloroplastów aktyw ują się na świetle — w etioplastach stwierdzono brak  
rRNA (16). Większość cistronów odpowiedzialnych za syntezę rRNA chlo
roplastów liści tytoniu znajduje się jednak w genomie jądrowym , gdzie 
są one zlokalizowane w innych odcinkach DNA niż cistrony kodujące 
rRNA dla rybosomów cytoplazm atycznych (85). Być może istnieją ponad- 
organellowe mechanizmy koordynujące aktywność obu typów cistronów 
w komórce.

Zdaniem D a v i d a (22), cistrony jądrow e charakteryzują się wyższą 
aktywnością niż cistrony m itochondrialne. Dodajmy, że aktywność cis- 
stronów rRNA nie jest jednakowa w czasie rozwoju ontogenetycznego or
ganizmów. U różnych zwierząt aktywność tych genów ujaw nia się bądź 
w okresie bruzdkowania, bądź dopiero we wczesnym stadium  gastruli (li
te ra tu ra  — patrz 58).

Prócz aktyw acji cistronów rRNA w określonych stadiach rozwojowych

http://rcin.org.pl



562 T. G O Ł A S Z E W S K I, J .  W. S Z A R K O W S K I [10]

komórki, u pewnych organizmów znane są m echanizm y doprowadzające 
do zwiększenia puli tych cistronów. M amy tu na m yśli tzw. m agnifikację 
genów i ich am plifikację (zwielokrotnienie, powielenie). Pierw szy z tych 
mechanizmów opisał R i t  o s  s a  (66) u pewnego m utan ta  Drosophila me-  
lanogaster. Dzikie szczepy tego owada zawierają — w zależności od liczby 
jąderek w jądrze — od 130 do 300 cistronów rRNA, m utan t zaś w ykazuje 
niedobór tych cistronów. M utacja spowodowana nieprawidłow ym  prze
mieszczeniem odcinków chromosomalnych w czasie podziału komórkowego 
prowadzi do u tra ty  pewnych odcinków DNA położonych na chromosomie 
płciowym, na którym  zlokalizowany jest organizator jąderka (69). M utant 
taki traci zdolność do prowadzenia syntezy rRNA z norm alną wydajnością 
(68). Rew ersja m utacji jest możliwa, gdy nastąpi duplikacja cistronów 
rRNA. Cistrony te nie zostają jednak ściśle wbudowane do genomu i mogą 
być łatwo ponownie utracone (66).

Zjawisko am plifikacji cistronów rRNA zaobserwował G a l l  (31) w 
genomie komórek jajow ych platanny. N ajintensyw niej zwielokrotnienie 
genów zachodzi podczas profazy m ejotycznej — w pachytenie — w proce
sie oogenezy u płazów i pewnych innych organizmów (11, 31, patrz .też 
89). Istotą tego zjawiska jest specyficzna replikacja chrom atyny jąderko- 
twórczej, a cytologicznym jego odzwierciedleniem jest zwiększenie liczby 
jąderek w jądrze kom órkowym (29, 31). Pojedyncze jądro oocytu może 
wówczas zawierać około 1500 jąderek (31, 56). Zawartość DNA w jądrze 
oocytu (17 pikogramów) przewyższa w tedy tysiąckrotnie ilość DNA w ją 
drze kom órki somatycznej p latanny (0,012 pikogram a) (29). Zdaniem  
P e r k o w s k i e j  i wsp. (56), podczas am plifikacji genów rRNA może 
występować tzw. efekt kaskadowy — produkty  endoreduplikacji chrom a
tyny jąderkotw órczej mogą stawać się kolejnym i m atrycam i w syntezie 
rRNA. Być może w  procesie tym  odgrywa rolę polim eraza DNA zależna 
od RNA (30).

D a v i d  i wsp. (23) porównywali własności fizyko-chemiczne chrom o
somowego rDNA występującego zazwyczaj w jądrze oocytu platanny 
i rDNA powstającego w procesie amplifikacji. Stw ierdzili oni, że obie pule 
rDNA w ykazują podobną zdolność do hybrydyzacji z rRNA i charak tery
zują się dwufazowymi krzyw ym i term icznymi, co świadczy, że obok sek
wencji kom plem entarnych z rRNA zaw ierają zapewne odcinki rDNA 
przedzielającego. Am plifikowany rDNA — w przeciw ieństw ie do chrom o
somowego rDNA — nie zawiera 5-m etylocytozyny. W skazuje to, że oba 
rDNA są podobne, lecz nie identyczne.

Zwielokrotnienie genów rRNA — zachodzące w czasie mejozy — od
biega od powszechnego schem atu replikacji DNA, która u eukariontów 
odbywa się jedynie w fazie S podczas okresu międzypodziałowego (por. 
36, 98). Am plifikacja cistronów rRNA, podobnie jak  inne procesy rep lika
cji DNA, wymaga syntezy białek (5).

Znaczenie procesu zwielokrotnienia cistronów rRNA nie jest w pełni
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w yjaśnione. Najprawdopodobniej, dzięki zwiększeniu puli rDNA, staje się 
możliwa intensyw na synteza rRNA w czasie oogenezy (31). C h e n  
i O s b o r n e  (17) wysunęli przypuszczenie, że również w procesie doj
rzew ania nasienia roślinnego ma miejsce am plifikacja cistronów rRNA, 
które w okresie kiełkowania ulegają delecji. W dojrzewającym  nasieniu 
dochodziłoby zatem  do syntezy dodatkowych kopii cistronów rRNA, któ
rych produkty byłyby następnie wykorzystyw ane w czasie kiełkowania 
(34). Zjawisko amplifikacji genów rRNA można więc uważać za proces ko
rzystny dla organizmu, zapewniający mu praw idłowy rozwój (56).

rRNA i ewolucja organizmów

Zwróciliśmy uwagę na różnicę między wielkością cząsteczek pierw ot
nego produktu transkrypcji rDNA u bakterii i organizmów eukariotycz
nych. Jak  się wydaje, pewnym zmianom ewolucyjnym  podlega również 
wielkość prekursorow ego rRNA syntetyzowanego u różnych grup euka- 
riontów. Jak  już wspomniano policistronowy rRNA prekursorow y rozpada 
się na cząsteczki dojrzałych rRNA, przy czym część sekwencji nukleoty- 
dowych prekursora jest wówczas odrzucana. Odrzucane odcinki są praw 
dopodobnie kodowane przez sekwencje przedzielającego rDNA (65, 94).

P e r r  y i wsp. (59), wykorzystując w yniki własne i dane innych au to
rów, porównali wielkość odrzucanych fragm entów prekursorowego rRNA 
u organizmów różnych stanowisk system atycznych i doszli do wniosku, że 
istnieje pewna zależność między pozycją ewolucyjną organizmu i ekono
mią w ykorzystyw ania prekursorowego rRNA. N ajbardziej ekonomiczna 
jest synteza indywidualnych cząsteczek rRNA na m atrycow ym  rDNA 
u bakterii. U roślin i niższych ewolucyjnie zwierząt, łącznie z gadami, doj
rzew anie rRNA wiąże się z utratą około 25°/o łańcucha prekursora. U p ta
ków i niektórych ssaków: torbaczy (Marsupialia) oraz łożyskowców (Pla- 
centalia), masa cząsteczkowa prekursorowego rRNA jest większa od sumy 
mas cząsteczkowych 18S rRNA i 28S rRNA o blisko 80°/o. Jest zatem mało 
ekonomiczny. Nie wiadomo jednak, czy zmiany ewolucyjne polegają na 
zwiększaniu ilości genów kodujących dodatkowe sekwencje w prekursoro- 
wym  rRNA, czy też na uaktyw nianiu się segmentów przedzielającego 
rDNA jako m atryc. Znaczenie takich zmian nie jest łatw e do w ytłum a
czenia.

RNA rybosomowe u organizmów odległych taksonomicznie wykazują 
duże podobieństwo składu nukleotydowego. B e n d i c h  i M c C a r t h y  
(4) porównywali tem peraturę topnienia (Tm) rRNA z różnych źródeł biolo
gicznych i stw ierdzili, że różnice między wartościam i Tm są tym  większe, 
im dalsze jest pokrewieństwo filogenetyczne organizmów. Sugerują też, 
że cząsteczki wyżej spolimeryzowanych rRNA ulegają zmianom s tru k tu 
ralnym  szybciej — w aspekcie ewolucyjnym  — niż krótsze cząsteczki, na
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przykład 16S rRNA. Badania nad term ostabilnością heterologicznych (po
chodzących z odległych gatunków) hybrydów rRNA-DNA (4) w skazują na 
zachowawczy, nie podlegający poważnym zmianom ewolucyjnym , charak
ter rRNA. Na przykład DNA E. coli wykazuje w stosunku do 25S rRNA 
grochu 40% aktywności hybrydyzacyjnej stw ierdzanej dla układu DNA
— 25S RNA z komórek tej rośliny. Podobieństwo s tru k tu ry  1-rzędowej 
rRNA u odległych taksonomicznie organizmów jest, zdaniem  B e n d  i c h a
i M c C a r t h y ’ e g o  (4), dowodem ich filogenetycznej więzi.

Przyłączanie białek do rRNA

Synteza rRNA biegnie równolegle z syntezą białek rybosomowych. 
Końcowym etapem  biogenezy rybosomów jest przyłączanie cząsteczek 
białka do nici rRNA i uform owanie funkcjonalnie dojrzałych cząstek nu- 
kleoproteidowych. Tworzenie polisomów jest już tylko procesem progra
mowania uform owanych rybosomów.

Lokalizacja genów odpowiedzialnych za syntezę garn itu ru  20—35 bia
łek rybosomowych (58, 60, 81) nie została jeszcze poznana (39). Wiadomo, 
że geny te nie leżą w bezpośrednim sąsiedztwie cistronów rRNA" (97). 
Istnieją sugestie, że białka rybosomowe są syntetyzow ane w jąderku  (58). 
Wiadomo bowiem, że jąderko jest najaktyw niejszym  w syntezie białek 
przedziałem metabolicznym jądra komórkowego (6, por. też 36). Zdaniem 
K u m a r a  i W a r n e r a  (43), w komórkach HeLa prekursorow y rRNA 
wiąże się z białkam i natychm iast po powstaniu, już na terenie jąderka. 
Rozpad prekursorowego rRNA następowałby więc po utw orzeniu nukleo- 
proteidu. Autorzy ci stwierdzili, że piętno znakowanych białek w ykryw a
nych w jąderkowych cząstkach nukleoproteidowych o stałej sedym entacji 
55 S  w ykryw ane jest później w 50S pod jednostkach rybosomów cytoplaz- 
matycznych. Część białek nukleoproteidów jąderkow ych nie wchodzi jed
nak w skład rybosomów dojrzałych (43). P e r r y  (58) nie wyklucza moż
liwości, że w jąderku  następuje łączenie pewnych białek cytoplazm atycz- 
nych z rRNA. Możliwe jest, że część białek rybosomów cytoplazm atycz- 
nych pochodzi z chloroplastów (por. 35), a pewne białka rybosomów m ito- 
chondrialnych — z jądra (37).

Powszechnie przyjm ow any model stadialnego rozwoju rybosomów, po
przez stopniowe przyłączanie białek do rRNA (35, 47), nie wyklucza żad
nej z tych możliwości. Do w yjaśnienia pozostają m echanizm y koordynu
jące i regulujące syntezę białek i rRNA w poszczególnych organellach 
komórkowych.
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A L E K SA N D R A  W ODNAR-FILIPOW ICZ  *, JA D W IG A  PASSE N T  **, 
ANDRZEJ LEONOWICZ  ***

Wirusy bakteryjne zawierające kwas rybonukleinowy 

I. Replikacja RNA

Bacterial RNA Viruses 
I. RNA Replication

The review  of present know ledge of phage RNA replication is given.

I. Wstęp

Pierw szy w irus bakteryjny, którego m ateriałem  genetycznym  jest 
kw as rybonukleinowy, wyizolowany został ze ścieków m iejskich w F ila
delfii w 1960 roku przez L o e b a  (96). W 1961 roku L o e b  i Z i n d  e r  
(97) podali dokładną charakterystykę tego wirusa nazwanego bakteriofa
giem f2. Prace ich zapoczątkowały serię badań podjętych przez liczne p ra 
cownie na świecie i do chwili obecnej wyizolowano i opisano około 50 wi
rusów bakteryjnych zawierających RNA.

Są to najm niejsze znane wirusy. Ich genom niesie ze sobą informację 
odpowiadającą m niej więcej połowie inform acji genomu w irusa polio, 1% 
inform acji zawartej w genomie DNA fagów T2 i T4 i 0,1% inform acji nie
sionej przez genom bakterii Escherichia coli. Prosta budowa tych wirusów, 
ich krótki cykl życiowy, łatwość otrzym ania dużej ilości oczyszczonych 
cząstek wirusowych oraz możliwość śledzenia zarówno procesów zachodzą
cych po zakażeniu komórki bakteryjnej, jak i procesów zachodzących 
w układach bezkomórkowych sprawiły, że w irusy bak tery jne zawierające 
RNA stały się ogromnie popularnym  obiektem badań genetycznych oraz 
modelem w pracach nad wyjaśnieniem  kodu genetycznego, biosyntezy 
białka i kwasów nukleinowych.

Choć nie został jeszcze całkowicie poznany sam przebieg i charakter 
procesu infekcji komórki bakteryjnej przez w irusa oraz mechanizm orga
nizowania się potomnych cząstek wirusowych, to ogromnie zaawansowane 
są obecnie badania nad biosyntezą specyficznego RNA i białek w iruso
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wych oraz nad towarzyszącym i tym  procesom m echanizm am i regulacyj
nymi. Ostatnie lata przyniosły również postęp w badaniach zm ierzających 
do ustalenia pierwszo- a naw et drugorzędowej s tru k tu ry  RNA i białek 
wirusa. Można więc z dużym praw dopodobieństwem  powiedzieć, że małe 
w irusy baktery jne zaw ierające kwas rybonukleinow y będą pierwszym i 
całkowicie poznanymi — w kategoriach biologii m olekularnej — organiz
mami.

M ateriałem  genetycznym  wirusów jest jednoniciowy kwas rybonuklei
nowy. Spełnia on dwojaką funkcję: służy zarówno jako m atryca w procesie 
samopowielania się, czyli syntezy potomnego wirusowego RNA, jak  i jako 
m essenger RNA w procesie syntezy białek wirusowych. Takie łączenie 
obydwu funkcji przez tę samą cząsteczkę kwasu rybonukleinowego oraz 
brak DNA w wirionie, to cechy stanowiące o specyfice m ałych wirusów 
bakteryjnych.

Na tem at replikacji wirusów baktery jnych  zaw ierających RNA ukazało 
się szereg prac przeglądowych (39, 42, 91, 130, 152, 159). W artykule ni
niejszym przedstaw iam y kom pendium  współczesnych poglądów dotyczą
cych replikacji wirusowego RNA. Procesy związane z translacją RNA 
omówione są w artykule  sąsiednim (49).

II. Ogólna charakterystyka małych wirusów bakteryjnych

Znane są trzy gatunki bakterii atakow ane przez małe w irusy zawie
rające RNA; są to: pałeczka okrężnicy (Escherichia coli) (58, 97), pałeczka 
ropy błękitnej (Pseudomonas aeruginosa) (17, 43) i Caulobacter (122). N aj
lepiej poznane są bakteriofagi Escherichia coli.

Pojedynczy w irus zbudowany jest z łańcucha RNA chronionego przez 
otoczkę białkową (164). Otoczka ta składa się ze 180 podjednostek tzw. 
białka kapsydu (35), zebranych w grupy po 5 lub 6 (162) oraz jednej czą
steczki tzw. białka dojrzewania, inaczej zwanego białkiem  A (131). 
W edług V a l e n t i n e ’ a i wsp. (159) białko A pełni rolę zaworu zamy
kającego otoczkę wirusa. Zawór ten  odpada z chwilą infekcji komórki 
bakteryjnej.

RNA stanowi około 30°/o masy w irusa, a otoczka białkowa około 70%, 
w czym niewielki tylko udział ma białko A (36, 133). Średnica całej czą
steczki wirionu mieści się w  granicach od 200A do 270A (67, 98). Stała sedy
m entacji tych wirusów wynosi 75—84S (107, 138), gęstość 1,42— l,47g/ml 
(107, 140), masa cząsteczkowa 3,6—4,5X10® daltonów (56, 107), punkt izo- 
elektryczny 3,9—5,3 (107).

Podobieństwo budowy i własności fizyko-chemicznych wirusów za
wierających RNA spraw iły, że podstawą ich klasyfikacji stały się testy  
serologiczne. W yróżnia się 3—5 grup serologicznych bakteriofagów E. coli 
(61, 123, 140). Najczęstszym i najlepiej poznanym  obiektem badań są w iru
sy należące według tej klasyfikacji do grupy I — są to bakteriofagi: f2,
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MS2, R17, R23, M12, fr oraz należący do grupy II — bakteriofag Q|5. Su
rowica zawierająca przeciwciała przeciwko np. wirusowi f2 nie inaktyw uje 
faga i na odwrót (108). Fagi z grupy I charakteryzują  się nieco m niej
szą m asą cząsteczkową i stałą sedym entacji niż w irus QP (patrz tablica 1). 
Fag QP odbiega od fagów tej grupy również pod względem składu am ino- 
kwasowego białka kapsydu i składu nukleotydowego RNA (72, 75, 107). 
Natom iast poszczególne fagi tej grupy różnią się od siebie bardzo nie
znacznie, często jednym  aminokwasem w białku ich kapsydu (35, 90, 142) 
lub kilkoma nukleotydam i RNA (56, 101, 133).

Tablica 1

Właściwości wirusów bakteryjnych zawierających kwas rybonukleinowy

Wirus Masa cząstecz
kowa X 106

Stała sedy
mentacji 52 0, w

Gęstość
g/ml

Średnica
A

V/O
RNA

Literatura

a 200 97
MS2 3,6 79 1,422 260 31,5 107, 133
fr 4,1 79 1,46 200—220 28,4 98, 107
M12 270 67
R17 3,6 79 31,0 56
R23 75 138
Q(3 4,2 84 1,44 240-250 107.

W skład cząstki w irusa wchodzi jedna jednoniciowa cząsteczka RNA
o strukturze liniowej, z wolnymi końcami 5' i 3' (134). Stała sedym entacji 
RNA w 0,2M chlorku sodu wynosi około 27 jednostek Svedberga (56), 
a masa cząsteczkowa około 1,1 X106 daltonów (56, 101, 107, 133, 138). 
Zdjęcia z m ikroskopu elektronowego w ykazują, że długość RNA wynosi 
około 10 000A (59) i dlatego, biorąc pod uwagę cały prom ień w irusa =  
=  200—270A, można przypuszczać istnienie silnie ukształtow anej s tru k 
tu ry  drugorzędowej RNA.

RNA wirusa składa się z 3300—3500 nukleotydów (56) i zawierać mo
że inform ację dla polipeptydów o łącznej długości około 1100 am inokwa
sów. Obecnie wiadomo, że RNA wirusowe zawiera trzy  cistrony i k ieruje 
powstawaniem  trzech specyficznych białek w irusow ych (60, 70). Są to: 
dwa białka struk tu ra lne  — białko kapsydu i białko dojrzewania, oraz nie 
w ystępująca w dojrzałym, w irusie — polim eraza RNA.

Białko kapsydu jest przeważającym ilościowo, najwcześniej i najlepiej 
poznanym składnikiem  wirusa. Masa cząsteczkowa białka kapsydu ozna
czona dla faga R17 wynosi 14 200 (35), a dla faga Q(3— 15 500 (108). Skła
da się ono ze 129 aminokwasów o znanej sekwencji (86, 87, 142, 143). Biał
ko dojrzewania w ystępujące w niewielkiej ilości ma najprawdopodobniej 
zasadniczy udział w procesie infekcji komórki bakteryjnej, a być może tak 
że w procesie organizowania się potomnych fagów (119). Jego m asa czą
steczkowa wynosi 35 000—45 000 daltonów (131), a skład aminokwasowy
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oznaczony został w 1968 roku przez S t e i t z  (132). W odróżnieniu od 
białka kapsydu, które nie zawiera histydyny, w skład białka A wchodzi 
5 reszt histydynowych. Trzecie białko syntetyzow ane na m atrycy RNA 
fagowego ma ciężar cząsteczkowy =  65 000 (79, 84) i niezbędne jest dla 
replikacji RNA wirusa. Jest to polim eraza RNA.

Replikacja RNA wirusa następuje we w nętrzu kom órki baktery jnej
i jest następstw em  infekcji kom órki w irusem .

III. Infekcja

Infekcja wirusem  komórki bak tery jnej polega na wprowadzeniu m a
teriału  genetycznego wirusa do komórki. W przypadku wirusów bak te
ryjnych zawierających RNA proces ten  można podzielić na trzy etapy:
1. adsorpcja, 2. uwolnienie RNA, 3. penetracja RNA.

1. A dsorpcja

Opisywane bakteriofagi RNA zakażają wyłącznie męskie szczepy 
Escherichia coli, tzn. takie, które w procesie koniugacji są donorami m a
teriału  genetycznego. B akterie takie zaw ierają episom, będący nośnikiem 
czynnika płciowego F (ang. fertility  — płodność). Fenotypowym  objawem 
obecności faktora F w anatom ii kom órki są tzw. pili F. Są to włókienko- 
w ate w ypustki ściany komórki bak tery jnej o średnicy 85A (18) i długości 
do 2 mikronów (159). Każda kom órka męska E. coli posiada jeden lub dwa 
takie pili (19). Nawet oddzielone od kom órki lub pofragm entow ane pili F 
adsorbują cząsteczki bakteriofagów na swojej powierzchni (158). Z drugiej 
strony, komórki męskie pozbawione pili F (np. w skutek w ytrząsania) nie 
są zakażane bakteriofagiem  (160).

Adsorpcja wirusa na powierzchni pili F jest procesem specyficznym. 
Ani defektyw ne cząstki fagowe, ani inne rodzaje wirusów nie przyłą
czają się do pili F (158). Jest to proces odwracalny, po adsorpcji w irusa na 
powierzchni fragm entów  pili F można odzyskać infekcyjne cząstki (18).

Proces ten  w niewielkim stopniu zależy od tem peratury . Adsorpcja 
jest tylko dw ukrotnie m niejsza w tem peraturze 0° niż w 37°. Natomiast 
infekcja, czyli wprowadzenie RNA fagowego do w nętrza komórki, zachodzi 
jedynie w temp. powyżej 34° (18).

Gdy po adsorpcji w irusa na powierzchni pili F odwirowano komórki 
z zaadsorbowanym fagiem, w supernatancie znaleziono duże ilości pustych 
kapsydów w irusa oraz nie połączone z nimi białko dojrzew ania (132). P rzy 
puszcza się, że w irus przyczepia się do pili F miejscem, gdzie otoczka w i
rusa zam knięta jest białkiem  dojrzewania. Białko dojrzew ania odpada, 
pozwalając na uwolnienie kwasu rybonukleinowego (119).
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Jak  ważną dla infekcyjności w irusa RNA jest obecność białka dojrze
w ania w  jego cząsteczce, wskazują doświadczenia m ające na celu rekon
strukcję cząstek faga in vitro. Gdy zmieszano białko kapsydu faga fr lub 
MS2 z homologicznym RNA fagowym, otrzym ano cząsteczki przypom ina
jące norm alnego wirusa z punktu  widzenia własności fizyko-chemicznych 
(68, 136), lecz infekcyjność takiego p reparatu  była bardzo nikła. Dopiero 
dodatek białka dojrzewania do mieszaniny inkubacyjnej powodował gwał
tow ny wzrost infekcyjności (119).

L o e b  i Z i n d e r  (97) stwierdzili, że każdy p reparat fagów RNA 
wysoce oczyszczony na drodze wirowania w gradiencie gęstości, zawiera 
80—95% nieinfekcyjnych cząstek. Cząstki takie są jednorodne z punktu 
widzenia wielkości i gęstości. Różnią się natom iast zdolnością adsorpcji 
na pili F. P a r a n c h y c h  i wsp. (115) wykazali, że 50% cząstek faga 
w takim  preparacie nie jest w stanie zaadsorbować się na pili F. Pozostałe 
50% przyłącza się do pili F, ale tylko 1/5 tej ilości uwalnia swoje RNA do 
w nętrza komórki bakteryjnej.

2. U w olnienie RNA

Jest to etap w ym agający dostarczenia energii, nie zachodzi w temp. 0°
i nie wym aga obecności jonów dwuwartościowych (113). Po adsorpcji faga 
na pili F następuje uwolnienie RNA z otoczki białkowej, przez co staje się 
on dostępny dla RNazy. Dzięki temu, inkubując męskie komórki E. coli 
z bakteriofagiem  f2 w obecności rybonukleazy z trzustki obserw uje się 
obniżenie infekcyjności mieszaniny, a także nikłe zakażenie E. coli bak
teriofagiem  (97).

3. Penetracja RNA

Etap ten  wym aga obecności jonów dwuwartościowych (magnez, wapń, 
stront, bar), w stężeniu ponad 0,7 mM (113). Brak tych jonów lub dodanie 
w ersenianu powoduje gromadzenie się wrażliwego na RNazę kwasu rybo
nukleinowego faga ina zewnątrz komórki baktery jnej (125).

RNA wnika do komórki baktery jnej swoim końcem 3' (103). Nie w ia
domo, ile cząsteczek RNA fagowego może się znaleźć wew nątrz komórki 
gospodarza. Na powierzchni jednej pili F może być zaadsorbowanych na
wet kilkaset wirionów (114), jednakże obliczenia oparte na aktywności 
właściwej faga (PFU/imp/min) wskazują, że do jednej kom órki penetru je  
jedna cząsteczka RNA fagowego (18). W niektórych przypadkach ilość pe
netrujących cząsteczek RNA fagowego musi być większa niż 1, ponieważ 
wykazano kom plem entację in vivo  między m utantam i am ber faga f2 (157).
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IV. Replikacja RNA

RNA wirusowy, k tóry  wnika do komórki baktery jnej, czyli RNA in
fekcyjny, został symbolicznie oznaczony jako nić ,,plus”. Proces jego re 
plikacji prowadzący do utworzenia potomnego RNA, obeim uie dwa etapy 
(10, 146, 147, 150) (schemat 1):
1) utworzenie na m atrycy kwasu rybonukleinowego nici kom plem entar

nej do niego, określanej jako nić ,,m inus”,
2) utworzenie nici „plus” RNA potomnego na m atrycy nici kom plem en

tarnej „m inus”.

A TP  faktorv I i II
RNA fagowy + U TP  ------- — -̂--------n M „ n ić  komplementarna RNA ( - )  -------- -------------- — _ — ►  RNA fagowy

\ GTP po lim eraza RNA polim eraza RNA , + )
1 C TP  „ , 2 *  Mg2 *

Schem at 1. Replikacja RNA w irusow ego podana przez A u g u s t a  i wsp. (4) dla
RNA faga QP

Oba etapy prowadzące do utworzenia potomnego RNA katalizowane są 
przez enzym, polimerazę RNA, zwany również replikazą lub syntetazą.

1. Polim eraza RNA

Enzym ten syntetyzow any jest na m atrycy wirusowego RNA po zaka
żeniu komórki wirusem . Izolowanie enzymu jest utrudnione ze względu 
na obecność w komórce różnych enzymów, które dołączają rybonukleoty- 
dy do istniejącego łańcucha RNA (126), a także innych enzymów, które 
biorą udział w syntezie RNA (fosforylaza RNA, syntetaza poliadenylo- 
wa itd.). Cechą szczególną polim erazy fagowego RNA jest jej wysoka 
specyficzność względem m atrycy, co pozwala odróżnić ją od enzymów ko
mórkowych.

W 1963 roku trzy pracownie niezależnie doniosły o w ykryciu enzymu, 
indukowanego w komórce baktery jnej przez faga zawierającego RNA. P re
paraty  enzymatyczne różniły się jednak między sobą.

A. W e i s s m a n n  i wsp. (154) z kom órek E. coli Hfr 3000 zakażo
nych fagiem MS2 wyizolowali enzym, k tóry  nazwali syntetazą RNA. P re 
parat oczyszczono około 20-krotnie. Dodatek RNA fagowego lub innego nie 
wzmagał aktywności enzymu, ponieważ p repara t zawierał endogenną m a
trycę. Dowodem tego była u tra ta  aktyw ności enzymu po potraktow aniu 
p reparatu  rybonukleazą. Syntetaza RNA produkowała in vitro dwunicio- 
wy kwas rybonukleinowy, którego jedno pasmo składało się w 90% z nici 
„plus” RNA faga, a drugie — w 80% z nici „m inus”.

B. A u g u s t  i wsp. (6) wyizolowali enzym (polimeraza RNA zależ
na od RNA) z nieperm isywnego szczepu E. coli K38 zakażonego m utantem
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am ber faga f2 (sus 11) (6). Szczep taki nie w ytw arza dojrzałych cząstek 
fagowych, ale aktywność poMmerazy w zakażonych kom órkach i ilość w y
tworzonego RNA fagowego jest 5—10 razy większa niż w przypadku dzi
kiego szczepu faga. Enzym oczyszczono 100-krotnie. W przeciw ieństwie do 
p repara tu  opisywanego przez W e i s s m a n n a  i wsp. (154) wym agał on 
dodatku RNA z zewnątrz. Specyficzność jego wobec m atrycy była niska — 
dodatek RNA faga f2, w irusa mozaiki tytoniowej, RNA rybosomalnego 
lub rozpuszczalnego m iał taki sam wpływ na aktywność enzymu. Sek
wencja nukleotydowa produktu zależała od RNA użytego jako m atrycy.

C. W pracowni S p i e g e l m a n a  (62) wyizolowano enzym z komórek 
E. coli zakażonych fagiem MS2. P reparat, nazwany replikazą RNA, w y
m agał jako m atrycy RNA faga MS2. Dodanie innych naturalnych kwasów 
rybonukleinowych nie wpływało na aktyw ność enzymu. Podobnie było 
z replikazą RNA, wyizolowaną przez ten  sam zespół badaczy z komórek 
E. coli zakażonych fagiem (63). P repara t ten  w ykazywał dużą specy
ficzność wobec m atrycy oraz wysoką aktywność syntetyczną w układzie 
in vitro. P rodukt otrzym any in vitro był infekcyjny wobec sferoplastów 
E. coli (127).

L o d i s h  i Z i n d e r  (93, 95), opierając się na badaniach nad synte
zą RNA in vivo u w rażliwych na tem peraturę m utantów  faga f2, przypusz
czali, że w procesie replikacji RNA fagowego biorą udział dwie różne poli- 
merazy: jedna specyficzna w stosunku do nici ,,plus”, druga do kom ple
m entarnej nici „m inus” . Prace innych autorów nie potwierdziły jednak tej 
możliwości.

Nietrwałość opisanych wyżej preparatów  nie pozwala na dokładniejsze 
zbadanie s truk tu ry  enzymu. Dopiero p repara ty  otrzym ane z komórek za
każonych fagiem zachowywały aktywność podczas wielomiesięcznego 
przechowywania w niskich tem peraturach, co umożliwiło dalszy postęp 
prac nad właściwościami i struk tu rą  enzymu. Oczyszczony około 5 000 ra 
zy enzym wykazywał w czasie elektroforezy na żelu poliakrylamidowym  
ruchliwość odpowiadającą ciężarowi cząsteczkowemu 150 000 dalto- 
nów (37).

Wysoka wartość ciężaru cząsteczkowego enzymu wzbudzała pewne 
wątpliwości. Przypuszczano, że cząsteczka enzymu składa się z podjedno- 
stek, ponieważ genom faga nie może kodować polipeptydu, którego ciężar 
cząsteczkowy znacznie przekracza 60 000, jeżeli uwzględni się ciężary czą
steczkowe pozostałych dwóch białek faga. Pod koniec 1970 roku K o n d o
i wsp. (84) zbadali p repara t replikazy oczyszczony około 7 000 razy
i stwierdzili, że enzym składa się z czterech łańcuchów polipeptydowych, 
z których tylko jeden, o ciężarze 69 000, kodowany jest przez genom faga. 
Czynny enzym dysocjowano siarczanem dodecylu w obecności m erkapto- 
etanolu i analizowano elektroforetycznie na żelu poliakrylamidowym . 
Otrzymano cztery prążki, z których tylko prążek ft ulegał znakowaniu po 
zakażeniu komórek E. coli bakteriofagiem. Równolegle identyczne wyniki
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uzyskał K a m e n  (79). Pozostałe trzy podjednostki, które pochodzą 
z organizmu gospodarza, m ają ciężar cząsteczkowy 75 000, 45 000, 35 000. 
Dwie mniejsze podjednostki stym ulują w baktery jnym  układzie in vitro 
syntezę rybosomalnego RNA. Nie są one częściami składowymi b ak tery j
nej polim erazy RNA zależnej od DNA, lecz stanow ią tzw. faktor Wv opisany 
przez T r a v e r s a  i wsp. (137). W yjaśnia to do pewnego stopnia dlaczego 
infekcja fagiem ham uje syntezę rybosomalnego RNA gospodarza. Można 
przypuszczać, że układ replikujący RNA fagowy i układ syntetyzujący 
R N A kom órkow y współzawodniczą o faktor W. O statnio ukazały się prace 
donoszące o próbach izolowania podjednostki polim erazy RNA kodowanej 
przez genom faga z hodowli zakażonych fagami f2 (44) i R17 (73).

W irusowa polimeraza RNA jest enzymem wysoce specyficznym. N aj
lepszymi m atrycam i dla polim erazy RNA faga Q|3 jest jego w łasna nić 
RNA (2, 63) oraz kom plem entarna do niego nić „m inus” (2, 45). M atryca
mi mogą być również: RNA opisany przez M i 11 s a i wsp. (100) jako 
„w arian t” Q|3 RNA (jest to cząsteczka RNA o stałej sedym entacji 12S, nie- 
infekcyjna, o zredukowanym  o 83% genomie), oraz RNA o stałej sedym en
tacji 6S (mała cząsteczka składająca się z około 130 nukleotydów) wyizo
lowany przez B a n e r j e e  i wsp. (9) z zakażonych fagiem Q|3 komórek 
E. coli. Syntetyczny poli C oraz kopolim ery rybonukleinowe, zawierające 
w swym składzie kwas cytydylowy, mogą być również wykorzystyw ane 
przez ten  enzym jako m atryce do syntezy nici kom plem entarnej (32, 69). 
Polim eraza RNA faga nie jest natom iast aktyw na w stosunku do RNA 
innych fagów (63). Specyficzność enzymu może być naw et podstawą do 
klasyfikacji wirusów zawierających RNA i podział taki zaproponowali 
M i y a k e  i wsp. (102).

2. Replikacja RNA in vivo

Od m om entu zakażenia kom órki bak tery jnej w irusem  RNA, następuje 
szereg procesów, prowadzących do namnożenia sią cząstek w irusa. Cały 
proces trw a kilkadziesiąt m inut, po upływie których zachodzi zazwyczaj 
liza komórki baktery jnej i uw alniają się potomne cząstki w irusa (57).

Zakażenie wyw iera różny wpływ na metabolizm komórki baktery jnej 
w zależności od rodzaju atakującego ją w irusa. Różnice te są znaczne na
w et w odniesieniu do bardzo zbliżonych do siebie fagów z grupy f2. 
Z i n d  e r  (164) stwierdził, że po infekcji komórek E. coli fagiem f2, je 
dynie 5— 10% całkowitej ilości RNA, powstającego w komórce, jest RNA 
fagowym, pozostała ilość to RNA rybosom alny i mRNA E. coli. E 11 i s
i P a r a n c h y c h  (34) stwierdzili, że w ciągu 15 m inut po infekcji ko
m órek E. coli fagiem R17 synteza rybosom alnego RNA jest zaham owana 
w 80%. W a t a n a b e  i wsp. (141) podają, że około 25% RNA syn te ty 
zującego się w komórce po infekcji fagiem  Qf3 jest RNA fagowym, nato
m iast zakażenie fagiem R23 powoduje znaczniejsze zahamowanie m eta
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bolizmu kom órki bakteryjnej: 60—70% nowopowstającego RNA jest 
w tym  przypadku włączane do fagów potomnych.

C r a m e r  i S i n s h e i m e r  (22) w yróżniają w procesie replikacji 
RNA in vivo  dwa etapy: wczesny, trw ający do 10 m inut i późny rozpo
czynający się od około 20 m inuty. We wczesnym etapie w ciągu pierw 
szych kilku m inut po infekcji, RNA w irusow y służy jako m atryca dla 
syntezy specyficznej wirusowej polim erazy RNA (3, 62, 153, 154). Już  3 m i
nuty po zakażeniu przeważająca ilość RNA faga R17 odnajdyw ana jest 
w kompleksie z polimerazą, jako rybonukleoproteidow a cząstka o stałej 
sedym entacji 40S (22, 71). Podobne, wcześnie powstające kom pleksy poli
m erazy RNA opisano dla RNA fagów MS2 (153) i QP (46).

W w arunkach lizy przeprowadzonej przy ImM stężeniu jonów m agne
zu C r a m e r  i S i n s h e i m e r  (22) odnaleźli około 30% RNA w kom 
pleksie z m niejszą podjednostką rybosom alną (30S), k tóry podobnie jak  
kompleks z polimerazą RNA sedym entuje jako 40S1. Także inni autorzy 
odnajdują, we wczesnym okresie po infekcji, RNA w irusow y w kom plek
sach z rybosomami i polisomami baktery jnym i (41, 57, 58).

K ilka m inut po infekcji coraz większa ilość RNA wirusa, k tóry  w niknął 
do bakterii, jest odnajdywana w struk turach  dwuniciowych (41, 80, 95,

10 20 30 40 

czas  (m in .)

Rys. 1. K inetyka syntezy RNA, polim erazy RNA i potom nych fagów  w  zainfekow anej 
kom órce bakteryjnej (w edług Cramera i Sinsheim era (22)) 

x —x — x  i lo ść  o jc o w sk ie g o  R N A  w  stru k tu rze  op orn ej n a  d z ia ła n ie  r y b o n u k le a z y  
O — O —O  ilo ść  p o to m n eg o  R N A  w ir u so w e g o  (zn a k o w a n eg o  3H -u ra cy lem )

- A —A —A a k ty w n o ść  w iru so w ej p o lim era zy  R N A  (°/o a k ty w n o śc i m a k sy m a ln e j)
O —O —O ilo ść  p o to m n eg o  w e w n ą tr z -  i p o z a k o m ó rk o w eg o  fa g a  w  P F U /m l
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146), powstałych z połączenia się nici „plus” z nowopowstałą nicią kom ple
m entarną „m inus” (11). Nici kom plem entarne tworzą się między 5-tą 
a 8-mą m inutą po infekcji jako jedyny powstający w tym  czasie RNA (10, 
104). Pow stawanie dwuniciowych s truk tu r śledzi się badając oporność RNA 
na działanie rybonukleazy. Po około 10 m inutach ilość ojcowskiego RNA 
odnajdyw ana w dwuniciowej formie, opornej na działanie enzymu, osiąga 
swoje m aksimum  (22, 91) (rysunek 1). W m iarę upływ u czasu około poło
wa tego RNA jest uw alniana ze stru k tu ry  dwuniciowej (22, 41, 146). 
Większość dwuniciowego RNA znajduje się w komórce w połączeniu z po
lisomami (58, 71). W edług G o  d s o n a  (57) jedno niciowy RNA odnajdy
w any jest w krótkich polisomach (2—5 rybosomów), a RNA dwuniciowy 
w polisomach dłuższych. W edług niego rybosomy wpełzają na tworzący 
się RNA potomny, zanim jeszcze synteza jego zostanie ukończona; tak 
więc synteza białek wirusowych rozpoczyna się na powstającym, nieukoń- 
czonym RNA.

Między 10 a 20 m inutą po infekcji następuje w komórce bardzo gw ał
towny wzrost ilości wirusowej polim erazy RNA; po 20—30 m inutach syn
teza enzymu ustaje niem al całkowicie (rysunek 1). Zahamowanie produkcji 
polim erazy tłumaczyć można nagrom adzeniem  się w komórce nowopow
stałego białka kapsydu, które jest specyficznym inhibitorem  syntezy poli
m erazy fagowej (31). Białko kapsydu syntetyzuje się na kilka m inut przed 
pojaw ieniem  się dojrzałego faga (106, 163). O pierając się na kolejności po
jaw iania się specyficznych białek wirusowych W a t a n a b e  i wsp. (141) 
oraz O e s c h g e r  i N a t h a n s  (106) określają polim erazę jako białko 
„wczesne”, a białko kapsydu jako białko „późne”. W tym  samym czasie, 
gdy obserw uje się gwałtow ny wzrost aktywności polim erazy RNA, nastę
puje synteza RNA potomnego (22, 24), którego ilość po 20 m inutach prze
wyższa już około 10-krotnie ilość nici kom plem entarnej „m inus” (10).

L o d i s h i wsp. (92) oraz H o r i u c h i i wsp. (70) tłumaczą wspom
nianą wyżej kolejność pojaw iania się białek tym , że nić RNA wnikającego 
do komórki k ieruje syntezą polimerazy, a nici potomne RNA — syntezą 
białka kapsydu. Natomiast O e s c h g e r  i N a t h a n s  (106) donoszą, że 
synteza potomnego RNA jest niezbędna dla norm alnej syntezy zarówno 
polimerazy, jak i białka kapsydu. Podobnie W a t a n a b e  i wsp. (141) 
podają, że przynajm niej niewielka ilość RNA potomnego jest potrzebna 
dla syntezy polim erazy RNA faga R23. Potw ierdza to K a e r n e r  (77) 
w przypadku komórek zakażonych fagiem  fr.

Synteza RNA potomnego oraz białek w irusow ych bezpośrednio poprze
dza kolejny etap, jakim  jest powstawanie dojrzałego bakteriofaga. Etap 
ten, przez C r a m e r a  i S i n s h e i f n e r a  (22) zwany „późnym ”, roz
poczyna się około 20 m inut po infekcji, co jest zgodne z obserwacjami 
większości autorów (51, 57, 146). C r a m e r  i  S i n s h e i m e r  (22) 
obserw ują pojawianie się w tym  czasie cząstek rybonukleoproteidow ych
o stałej sedym entacji 45S, które według nich są prekursoram i dojrzałego
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w irusa i składają się z RNA fagowego, białka dojrzewania i białka kapsy- 
du. G o d s o n  (57) także stw ierdza istnienie prekursorów dojrzałego faga, 
ale składających się jedynie z RNA i 1 lub 2 podjednostek białka kapsydu, 
nie zawierających białka dojrzewania.

RNA wirusa, który zakaził kom órkę nie jest wbudow ywany do potom
nych cząstek (25, 30). Także nić kom plem entarna „m inus” nie jest nigdy 
odnajdyw ana w strukturze dojrzałych wirusów (91).

3. Replikacja RNA in vitro

Badania nad replikacją RNA fagowego zostały ogromnie ułatw ione 
przez prowadzenie doświadczeń w układach bezkomórkowych i w ydaje się, 
że procesy obserwowane in vitro  dobrze odzwierciedlają przem iany zacho
dzące w żywej komórce baktery jnej. RNA powstały w w yniku replikacji 
in vitro  jest infekcyjny (112, 127).

A. Przyłączanie RN A do polim erazy RNA. Jest to pierwsza reakcja 
procesu replikacji RNA (2). Kompleks enzym-RNA w ykryto zarówno dro
gą wirowania w gradiencie gęstości sacharozy jak i sączenia przez sączki 
miliporowe (2). Połączenie enzymu z RNA nie wym aga obecności tró j- 
fosfonukleotydów, jonów magnezu, ani faktorów (schemat 1). Stała aso
cjacji tego kom pleksu wynosi 10_8l/mol. Badania nad wysyceniem  enzymu 
substratem  wskazują, że każda cząsteczka enzymu przyłącza jedną czą
steczkę RNA (2), a nadm iar RNA w stosunku do polim erazy (powyżej sto
sunku molowego =  1,5) powoduje zahamowanie reakcji katalizowanej 
przez enzym (85). Reakcja ta jest specyficzna w stosunku do m atrycy. 
Badania nad powinowactwem enzymu faga Q|3 do innych RNA fagowych
i RNA E. coli wykazują, że jest ono średnio 10 razy m niejsze od powino
wactwa do naturalnej m atrycy (2). Przypuszcza się, że enzym specyficznie 
reaguje z określonym  miejscem RNA Qf5, prawdopodobnie w pobliżu jego 
końca 3'oh (2, 23). Rozpoznawanie m atrycy opierać się musi na czymś wię
cej, niż na powinowactwie enzymu do s truk tu ry  pierwszorzędowej okreś
lonego obszaru RNA — odgrywać tu  musi rolę także struk tu ra  drugorzę- 
dowa. Wiadomo, że RNA służący jako m atryca musi być niezdegradowa- 
ny, gdyż fragm enty  RNA faga Q(3 nie m ają właściwości m atrycy (64).

Połączenie enzym-RNA jest odwracalne, jednak w momencie rozpo
częcia syntezy nici kom plem entarnej, enzym jest przyłączony nieodw ra
calnie do replikującej struk tu ry  (2).

B. Nić kom plem entarna. Nić kom plem entarna „m inus” jest pierwszym  
produktem  reakcji polimerazy z RNA fagowym (46) i w ykryw ana jest 
przed pojawieniem  się RNA potomnego (26, 46, 149). Synteza jej połączona 
jest z zanikiem infekcyjności nici „plus” RNA w irusa (99) oraz pojawię-
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niem się dwuniciowej struk tu ry , opornej na działanie rybonukleazy. S truk- 
tu rę  taką wyizolowano po odbiałczeniu m ieszaniny reakcyjnej fenolem 
(46, 105, 146, 147, 149). Nić kom plem entarna jest nieinfekcyjna (45).

Synteza nici kom plem entarnej na m atrycy RNA fagowego z udziałem 
polim erazy RNA wym aga obecności trójfosfonukleotydów, jonów Mg2+ 
(7) oraz dwóch wielkocząsteczkowych faktorów (schemat 1) opisanych po
czątkowo jako frakcja faktorowa (7, 32, 33, 55, 65). Zostały one wyizolo
wane i oczyszczone przez S h a p i r o i wsp. (124) podczas w yodrębniania 
polim erazy RNA faga Q(5. Nie biorą one udziału w reakcjach, w których 
jako m atryce służą: nici kom plem entarne „m inus” RNA QP (2, 55), a także 
RNA o stałej sedym entacji 6S (9) oraz syntetyczne polim ery zawierające 
kwas cytydylowy (69). Obecność faktorów nie wpływa na kinetykę po
wstaw ania kom pleksu enzym -substrat, ale brak ich zaham owuje syntezę 
RNA w irusa (2). Oba te faktory obecne są w komórce gospodarza przed 
infekcją w irusem  (55, 124).

Z hodowli E. coli (szczep Q 13) wyizolowano dwa takie faktory (124): 
Faktor I — oporny na grzanie i działanie enzymów proteolitycznych ma 
stałą sedym entacji 3S i ciężar cząsteczkowy 12— 13 tys. daltonów oraz gę
stość pozorną charakterystyczną dla białek.
Faktor II — wrażliwy na tem peratu rę  i działanie pepsyny, ma stałą se
dym entacji 1,5.S.

Rozpoczęcie syntezy nici kom plem entarnej śledzić można badając in
korporację GTP do m ateriału  nierozpuszczalnego w zimnym kwasie tró j- 
chlorooctowym. Stwierdzono, że wszystkie cząsteczki RNA fagowego, to 
znaczy zarówno nić „plus” RNA fagów: QP (7, 8, 14), f2 (23, 120), R17 
(121), R23 (139), MS2 (28), jak  i nici kom plem entarne „m inus” faga 
(8, 14), „w arian ty” RNA (13) i RNA QP 6S (9, 76) posiadają trójfosfoguano- 
zynę (pppG) na swoim końcu 5'. K ierunek narastania łańcucha nici kom 
plem entarnej jest od 5' do 3', czyli z rosnącym  końcem 3' (2, 8, 14, 48, 161) 
(schemat 2). P rzyjm ując antyrów noległą orientację łańcucha nici kom ple
m entarnej do RNA „plus”, służącego jako m atryca (14, 88), należy spo
dziewać się cytydyny na końcu 3' nici „plus” RNA. Tymczasem w 1965 ro 
ku S u g i y a m a  (135) wykazał, że na końcu 3' RNA faga MS2 znajduje 
się adenozyna, a przedostatnim  jest nukleotyd pirym idynow y. Taki sam re 
zultat uzyskali L e e  i G i l h a m  (89) w badaniach nad kwasem  rybo
nukleinowym  faga f2, a W e i t h i wsp. (155) nad RNA faga QP. W 1967 
roku D e  W a c h t e r  i F i e r s  (27) oznaczyli sekwencję kilkunastu  
nukleotydów końca 3' RNA faga MS2 wykazując, że końcową tró jką nu- 
kleotydową jest CCAOH. Identyczną sekwencję końca 3' m ają kwasy ry 
bonukleinowe fagów f2 (156), R17 (23) i Qj3 (23).

Jeśli więc 5'-końcowym nukleotydem  nici kom plem entarnej jest nie 
trójfosfourydyna, która parow ałaby się norm alnie z adenozyną na końcu 
3', ale trójfosfoguanozyna, która jest kom plem entarna do przedostatniego
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nukleotydu na końcu 3', to świadczy to o tym, że synteza nici kom plem en
tarnej rozpoczyna się z pominięciem adenozyny na końcu 3' nici „plus”.

Istnienie takiego mechanizmu potwierdzili R e n s i n g  i A u g u s t
(118) w badaniach nad wpływem  chemicznych m odyfikacji końca 3' OH 
na własności RNA faga Qj3. Z badań tych wynika, że u tlenienie adenozyny 
na końcu 3' kwasem nad jodowym, lub usunięcie jej za pomocą aniliny, nie

nić  " p l u s "  5’ n n n G G G U G G G A .................................................................. A C C A C C C A n u  3’PPM Uri

n ić  " m in u s ”  3 ’ C C C A C C C U ..................................................................UGGUGGGnnn 5’Un ppp

Schem at 2. Sekw encje nukleotydow e końców  3' i 5' nici „plus" i kom plem entarnej 
nici „m inus” RNA faga R17 (wg C o r y i wsp. (21))

S trza łk ą  ozn a czo n y  je s t  k ie r u n e k  n a r a sta n ia  ła ń c u c h a  n ic i „ m in u s”

znoszą ani aktywności m atrycowej, ani infekcyjności RNA. W skazuje to 
zatem, że albo RNA może być po tych m odyfikacjach reperow any w wa
runkach trw ania reakcji z polimerazą RNA, albo że enzym nie wymaga

Tablica 2

Wpływ chemicznych modyfikacji końca 3'0H RNA faga Qp na właściwości RNA 
(wg R e n s i n g a  i A u g u s t a  (118))

Odczynnik Koniec 3'0h 
po modyfikacji

Aktywność RNA  
jako matrycy 

(%)

Infekcyjność 
RNA (%)

_ —C—C—C—Aoh 100 100
Nadjodan —C—C—C—A =0 82 68
Nadjodan, anilina —C—C—C— 82 14
Nadjodan, anilina, fosfataza —C—C—C0h 85 107
Nadjodan, anilina, fosfataza

nadjodan, anilina C C 25 6
Nadjodan, anilina, fosfataza,

nadjodan, anilina, fosfataza - C - C oh 33 39

obecności końcowej adenozyny. Interesujące jest, że jeśli usunąć tę adeno
zynę z pozostawieniem reszty fosforanowej na rybozie cytydyny poprze
dzającej adenozynę, to infekcyjność takiego RNA znacznie spada, podczas 
gdy jego m atrycow a aktywność obniża się w m niejszym  stopniu; świad
czy to o roli 3' końcowej grupy -OH w jakim ś innym  procesie niż rep li
kacja RNA, być może przy penetracji komórki baktery jnej. Można stw ier
dzić, że wszelkie m odyfikacje końca 3' odbijają się silniej na infekcyjności
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RNA niż na jego aktywności jako m atrycy w procesie replikacji (tabli
ca 2). Obie te aktywności zostają jednak utracone, gdy usunięta zostanie 
przedostatnia cytydyna. Potwierdził to również K a m e n  (78) w bada
niach nad RNA faga R17.

A u g u s t  i wsp. (4, 5) wysunęli hipotezę, że rola faktorów I i II, 
które są niezbędne w procesie tworzenia nici kom plem entarnej ,,m inus” 
na m atrycy infekcyjnej nici „plus” polega na regulowaniu inicjacji tego 
procesu. Jeśli RNA po preinkubacji z faktorem  I w yizoluje się z m iesza
niny reakcyjnej i bada jego właściwości m atrycow e, to okazuje się, że 
dla syntezy nici „m inus” niezbędne jest dodanie nie tylko faktora II, ale 
ponownie faktora I. Jeśli jednak podobnie postąpi się z faktorem  II, to 
preinkubow any RNA wymaga już tylko dodatku faktora I. W ydaje się 
więc, że faktor I jest niezbędny dla samego przebiegu reakcji, zaś fak
tor II powoduje jakąś trw ałą m odyfikację w struk tu rze  RNA. August 
i wsp. postulują, że modyfikacja ta  dotyczy końca 3 'OH RNA i być może 
polega na usunięciu końcowej adenozyny.

C. Forma replikacyjna i pośrednia forma replikacyjna. Pow stająca na 
m atrycy nici „plus” nić kom plem entarna „m inus” łączy się z m atrycą 
wiązaniami wodorowymi (88). W ten  sposób pow staje dwuniciowa s tru k 
tu ra  zwana „formą replikacyjną” (ang. replicative form , RF) (51, 52). Po
w stawanie dwuniciowych s truk tu r RNA stw ierdzono zarówno w w arun 
kach replikacji RNA in vivo (1, 41, 51, 52, 80, 95, 146) jak i in vitro  (99,
110, 111, 144, 145, 146, 149). W zakażonej komórce bak tery jnej w ykryw a 
się je przed pojawieniem się RNA potomnego (47, 51). Podobne rezu lta ty  
uzyskano w w arunkach in vitro  (99, 110, 149). Dwuniciowy RNA jest nie- 
infekcyjny (110, 161) i oporny na działanie rybonukleazy (1, 11, 38, 40, 
47, 80, 99, 145). Po denaturacji cieplnej można go rozdzielić na nić kom ple
m entarną „m inus” oraz infekcyjną nić „plus” (1, 40, 45, 52, 99). Obie nici 
otrzym ane po denaturacji są wrażliwe na działanie rybonukleazy (1).

Frakcjonowanie na żelu poliakrylam idowym  otrzym anych in vitro, 
odpornych na działanie rybonukleazy s tru k tu r RNA wykazało istnienie 
frakcji szybciej m igrującej — odpowiadającej formie replikacyjnej (RF) 
oraz frakcji przesuwającej się wolniej (12, 109, 128), określonej jako po
średnia forma replikacyjna (ang. replicative interm ediate, RI). Pośrednie 
form y replikacyjne opisał po raz pierwszy F r a n k l i n  (54). Ukazują się 
one w późniejszym okresie replikacji RNA, poprzedzane przez form y re 
plikacyjne, co wykazano zarówno w reakcji in vivo  (82), jak  i in vitro  
( 12, 110).

Zdjęcia z mikroskopu elektronowego w ykazują, że pośrednie form y 
replikacyjne zbudowane są z dwuniciowego rdzenia (którym  jest form a 
replikacyjna RNA) i przyczepionych do niego jednoniciowych łańcuchów 
RNA (59). Taką budowę RI potwierdziły badania nad jej opornością na 
działanie rybonukleazy (40, 54). Jest ona częściowo podatna na działanie
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enzymu, a w wyniku traw ienia uzyskuje się całkowicie oporną na dzia
łanie enzymu frakcję o stałej 'sedymentacji 14S oraz jednoniciowe, nie
kom pletne łańcuchy RNA potomnego. Stała sedym entacji 14S1 jest cha
rakterystyczna dla formy replikacyjnej (95, 149). Pośrednie form y repli- 
kacyjne sedym entują szybciej; ich stałe sedym entacji wg różnych autorów 
wynoszą: 16—20S (38), 17—31S (40) a naw et do 40S (161).

Heterogenność frakcji RI ma swoje uzasadnienie. W ykazano, że im 
większą stałą sedym entacji ma pośrednia form a replikacyjna, tym  m niej
sza jest jej oporność na działanie rybonukleazy (40) (tablica 3). Im dłuższy 
jest fragm ent, lub im więcej jest fragm entów RNA potomnego, przycze
pionego do dwuniciowego RNA, tym większa jest stała sedym entacji po
średniej formy replikacyjnej. G r a n b o u l a n  i F r a n k l i n  (59) w y
kazali, że na jedną cząsteczkę RI przypada jedna nieukończona nić RNA 
potomnego. F i e r s i wsp. (48) twierdzą natom iast, że łańcuchów tych 
może być kilka i obliczyli, że przeciętna w artość stałej sedym entacji ta 
kich nieukończonych odcinków RNA potomnego wynosi 2,5S. W edług 
V a n d e n b e r g h e ’ a i wsp. (161) ilość rosnących łańcuchów RNA na 
jednej cząsteczce RI wynosi około 2,5.

Tablica 3

Odporność na działanie rybonukleazy specyficznych fagowych struktur RNA (wg E r i k s o n a
i wsp. (40))

RNA Stała sedymentacji
$20, w

% oporności 
na rybonukleazę

Jednoniciowy RNA fagowy 27 < 1
Forma replikacyjna 14 >95
Pośrednie formy replikacyjne 17 72

23 57
31 43

Wielu autorów dyskutowało problem m echanizm u powstawania RNA 
potomnego. Jeśli byłby to mechanizm konserw atyw ny, to podczas syntezy 
RNA potomnego RNA m atrycowy ,,plus” pozostawałby przez cały czas 
w dupleksie z nicią ,,m inus”. W przypadku replikacji sem ikonserwatyw- 
nej nowopowstający RNA potomny wchodziłby w  kompleks z nicią kom
plem entarną w ypierając z niego starą nić „plus” (rysunek 2).

Zdaniem większości autorów replikacja RNA wirusowego jest proce
sem sem ikonserwatywnym  (47, 81, 94, 95, 105, 146), jednakże K e l l y  
i S i n s h e i m e r  (83) badając oporność na rybonukleazę ojcowskich 
i rosnących potomnych łańcuchów RNA faga MS2 stwierdzili, że zarów
no jedne jak  i drugie mogą być z równym prawdopodobieństwem  uw al
niane z pośredniej formy replikacyjnej (RI), czyli że równie dobrze w y
stępować może mechanizm replikacji konserw atyw nej, co semikonser-
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w atyw nej. B i l l e t e r  i wsp. (10) badając replikację in vivo  RNA faga 
MS2 stw ierdzają równoczesne występowanie obu mechanizmów.

W celu wyjaśnienia tego problem u in teresujące doświadczenia w yko
nali F r a n c k e  i H o f s c h n e i d e r  (53). Wiadomo, że nić kom ple
m entarna, wchodząca w skład zarówno RF jak i RI, nie jest infekcyjna 
(74, 116). Potomne nici „plus” w trakcie syntezy na dwuniciowym RNA 
są także nieinfekcyjne, gdyż są jeszcze nieukończone. Zatem  jedyną in -'’ 
fekcyjną nicią pośredniej formy replikacyjnej jest pierw otna nić „plus” .

(A) (fi)

Rys. 2. Schem at sem ikonserw atyw nego i konserw atyw nego m echanizm u replikacji 
RNA w irusow ego w edług Francke i H ofschneidera -(53) 

m  — n ić  ,,p lu s” R N A , o  — k o m p lem en ta rn a  n ić  „ m in u s ” R N A , ^  —p o to m n a  n ić  „ p lu s ” R N A  
(A) — sem ik o n se rw a ty w n y , (B) — k o n se r w a ty w n y  m e ch a n izm  r ep lik a c ji

Infekcyjność nici „plus” może być utracona pod wpływem  form aldehydu 
(129), reagującego z grupam i aminowymi niesparowanych zasad RNA (50). 
B i s h o p  i K o c h  (15) wykazali, że dwuniciowa s truk tu ra  infekcyjnego 
RNA z nicią „m inus” zabezpiecza go w reakcji z form aldehydem  przed 
u tra tą  infekcyjności. Jeśli więc replikacja RNA odbywać się będzie według 
mechanizm u semikonserwatywnego, to uw alniany z kom pleksu RNA 
„plus” tracić będzie swą infekcyjność pod wpływem  form aldehydu. Jeśli 
replikacja zachodzi na drodze konserw atyw nej, to reagować z form alde
hydem  będą jedynie niesparowane, nowopowstające nici RNA, a p ierw ot
na nić „plus” po rozpleceniu kompleksu będzie nadal infekcyjna. Francke 
i Hofschneider wykazali, że form aldehyd znosi w 80°/o infekcyjność s tru k 
tu r replikacyjnych RNA, co w skazuje na przewagę m echanizm u semi
konserwatywnego nad konserw atywnym .

Duże znaczenie dla prac nad mechanizmem replikacji RNA fagowego 
miało wyizolowanie nici kom plem entarnej RNA faga R17 przez I g l e w -  
s k i e g o  i F r a r l k l i n a  (74) oraz RNA faga Q(3 przez P o l l  e t a  
i wsp. (116) i wykazanie, że tak i jednoniciowy RNA „m inus” służy jako 
m atryca dla syntezy infekcyjnego RNA „plus” (45, 150). Szybkość syntezy 
oraz ilość RNA utworzonego in vitro  na m atrycy nici kom plem entarnej od
powiada ilości RNA potomnego powstałego w w arunkach in vivo  (10, 150).

Już w 1965 roku B o r s t  i W e i s s m a n n  (16), badając in vitro  re 
akcję RNA faga MS2 z polimerazą zwrócili uwagę, że być może w  norm al-
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nych w arunkach nić „plus” RNA nie jest połączona z nicią „m inus” w ią
zaniam i wodorowym i w dwuniciową strukturę . Twierdzili oni, że obie nici 
są ze sobą połączone tylko miejscowo, za pośrednictw em  polim erazy RNA. 
Enzym m iałby zapobiegać jednocześnie kom plem entacji obu nici na dużej 
przestrzeni i dopiero usunięcie go fenolem prowadziłoby do pow stania 
dwuniciowego kompleksu, opornego na działanie rybonukleazy. F e i x  
i wsp. (46) oraz W e i s s m a n n  i wsp. (151) również przedstaw ili dowo
dy na to, że dwuniciowe struk tu ry  nie są niezbędne dla procesu replikacji 
RNA i że oporne na działanie rybonukleazy dwuniciowe form y RNA są 
a rtefak tam i powstałym i podczas izolacji. Co więcej, nie udało się zrekon
struow ać aktyw nego kompleksu polimerazy RNA z wyizolowanymi for
m am i dwuniciowymi (45, 99, 151). Enzym ten  ani nie inicjował syntezy 
potomnego RNA w obecności RNA dwuniciowego, ani nie katalizow ał w y
dłużania nieukończonego potomnego RNA w obecności pośredniej form y 
replikacyjnej. Dopiero rozplecione nici tw orzyły z polim erazą ak tyw ny 
kompleks. Sugestie, że dwuniciowe s truk tu ry  nie są funkcjonalne w pro
cesie replikacji RNA, przedstawiło szereg badaczy (16, 22, 149, 150).

Prace te  wskazują, że w procesie replikacji RNA wirusowego nie bio
rą  udziału dwuniciowe formy pośrednie, ale wolna kom plem entarna nić 
„m inus”, z którą na niewielkim odcinku paru je  się nowopowstający RNA 
(10, 150, 151). W takiej sytuacji nie istniałby też problem  konserw atyw 
nego czy sem ikonserwatywnego m echanizmu replikacji.

Z powyższymi rozważaniami wiąże się jeszcze jedno in teresu jące za
gadnienie, a mianowicie problem relacji tych s tru k tu r RNA do ka ta lizu 
jącego syntezę RNA enzymu — polimerazy RNA. Wiadomo, że od m om en
tu, gdy na m atrycy  nici „plus” rozpocznie się synteza kom plem entarnej n i
ci „m inus” , enzym pozostaje trw ale związany z replikującą s tru k tu rą  (2). 
Co jednak dzieje się z enzymem, gdy synteza nici kom plem entarnej zo
stanie ukończona?

Jeśli założymy, że enzym pozostaje nadal związany z replikującą s tru k 
turą , to nasuw a się interesująca hipoteza kołowej s tru k tu ry  RNA, dość 
długo rozważana przez różnych autorów (29, 45, 66, 74). Jako pierw si po
dali ją  B r o w n  i M a r t i n  (20), którzy zaproponowali kołowy model 
dla nici kom plem entarnej RNA małych wirusów zwierzęcych. Obserwo
wali oni naw et łańcuchy RNA dłuższe od norm alnych, powstające w przy
padku, gdy zakłócona zostanie prawidłowa term inacja syntezy RNA. 
Oznacza to, że enzym przesuwa się po nici kom plem entarnej od jej końca 
3' do 5' syntetyzując RNA potomne, po którego ukończeniu znajduje się 
znów w pobliżu końca 3' nici kom plem entarnej i nie oddysocjowując może 
rozpocząć syntezę nowego łańcucha RNA. Hipoteza ta w przypadku RNA 
bakteriofagów  jest tym  bardziej prawdopodobna, że fragm enty  sekw encji 
nukleotydów końców 3' i 5' nici „minus” są wobec siebie kom plem entarne, 
podobnie jak  kom plem entarne są sekwencje nukleotydowe końców 3' 
(z w yjątkiem  ostatniej adenozyny) i 5' nici „plus”.
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D e  W a c h t e r  i wsp. (29) przypuszczają ponadto, że miejscem roz
poznawanym  przez fagową polim erazę RNA są leżące blisko siebie końce 
3' i 5' jednej nici; tłum aczy to  jednocześnie specyficzność enzymu zarów
no wobec nici „plus”, jak  i nici „m inus”, bowiem końcowe sekwencje 
nukleotydowe obu nici są do siebie bardzo podobne.

Obecnie przyjm owana teoria odrzuca jednak hipotezę kołowej s truk 
tu ry  RNA. Zakłada ona, że po ukończeniu syntezy nici kom plem entarnej 
na m atrycy nici „plus” następuje dysocjacja kom pleksu to  znaczy zarów
no rozdział obu nici jak  i oddysocjowanie od nich polimerazy, k tóra przy
łącza się następnie do pojedynczej nici i rozpoczyna syntezę nowej czą
steczki RNA.

D. Synteza  potomnego RN A. Synteza potomnej nici „plus” RNA w iru 
sowego na m atrycy  nici kom plem entarnej „m inus” zachodzi również 
w kierunku od 5' do 3' (2, 7, 8, 128, 161). Przebiega ona antyrównolegle 
w stosunku do nici kom plem entarnej, a zatem  rozpocząć się może dopiero 
w momencie, gdy całkowicie ukończona zostanie synteza nici „m inus” (8,

P u A A
u G A

G U C -  G
U - - G  C - G
C — G C - G -
G — C C - G
A - U  A -  U
U — A G - C
C — G G - C
A — U A A C  
A _ u  a  C U U G A G C  A

U ~ A G I I !  M II  cr
G - C  G C A G C U C G  c
U - A  \ ,  OH

...U C C  C G  A U  U C
C

OH
(A) (B)

Schem at 3. H ipotetyczna struktura drugorzędowa sekw encji nukleotydow ych koń
ców  3' n ici „plus” i n ici „m inus” RNA faga R17 podana przez C o r y  i wsp. (21) 
(A) — 3 'k o ń co w y  fr a g m e n t n ic i „ p lu s” , (B) — 3 'kQ ńcow y fra g m e n t n ic i „ m in u s” R N A  fa g a  R17

48). Istotne jest, że w odróżnieniu od syntezy nici kom plem entarnej, syn
teza RNA potomnego nie wym aga obecności faktorów I i II (2, 21). Być 
może tym  ¡tłumaczy się fakt, że ilość RNA „plus” powstającego zarówno 
w w arunkach in vivo, jak  i in vitro, jest około 10-krotnie większa od ilości 
powstającej nici kom plem entarnej (10, 148, 151). Konieczność obecności 
faktorów byłaby czynnikiem ograniczającym  syntezę nici „m inus”. Tym 
wyjaśnić też można obserwację, że szybkość syntezy RNA jest większa 
gdy nić kom plem entarna, a nie np. RNA QP, służy jako m atryca w re 
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akcji (45, 151). Interesujące tłum aczenie roli jednego z wyżej wspomnia
nych faktorów podają C o r y i wsp. (21). Autorzy ci oznaczyli sekwencję 
pierwszorzędową końca 3' RNA faga R17 i na podstawie oznaczonej rów
nież sekwencji końca 5' RNA -tego faga wydedukow ali sekwencję 3' koń
cową nici kom plem entarnej. Dla fragm entów 3' końcowych obu nici (a do 
nich właśnie przyłączać się ma polimeraza RNA inicjująca syntezę łań
cuchów kom plem entarnych) autorzy podają hipotetyczną struk tu rę  dru- 
gorzędową (schemat 3). Jeden  z faktorów potrzebnych, jak  wiadomo, tylko 
w tedy gdy m atrycą jest nić „plus” mógłby służyć do rozplecenia dwóch 
dodatkowych par zasad, które różnią term inalną pętlę nukleotydow ą nici 
„plus” od nici „m inus” .

F e i x  i wsp. (45) wykazali, że powstały in vitro  RNA jest infekcyj
ny. Ponieważ nić kom plem entarna jest nieinfekcyjna, to oznaczając samą 
infekcyjność można określić szybkość syntezy RNA wirusowego. Wynosi 
ona około 30 nukleotydów/sek. w temp. 37°C.

5'-końcowym nukleotydem  RNA potomnego jest trójfosfoguanozyna 
(7, 8). Na 3'-końcu tego RNA powinna znaleźć się cytydyna kom plem en
tarna  do pppG znajdującego się na końcu 5' nici „m inus” . Okazało się 
jednak, że na 3'-końcu RNA faga Qß zsyntetyzowanego in vitro  można 
odnaleźć cytydynę lub adenozynę (118). Podobnie L e e  i G i l h a m  (89) 
odnajdują bądź jeden nukleozyd bądź drugi- na końcu 3' RNA faga f2 
i MS2. Mechanizm, dzięki którem u do zsyntetyzowanego łańcucha RNA 
dodawana jest adenozyna nie jest wyjaśniony. Przyjąć można, że w pro
cesie tym  nie biorą udziału faktory, gdyż jak  stw ierdzili R e n s i n g  
i A u g u s t  (118) pow stały in vitro  RNA Qß 6S może mieć na swym koń
cu 3' bądź adenozynę bądź cytydynę, a replikacja jego odbywa się bez 
udziału faktorów (9). R e n s i n g  i A u g u s t  (118) poszukując enzy
mu, k tóry mógłby katalizować omawianą reakcję stwierdzili, że nie speł
nia tej roli ani polim eraza poliA, ani pyrofosforylaza adenylowa. Nie ka
talizuje tej reakcji również nukleotydylotransferaza, k tóra zdolna jest do
łączyć zarówno cytydynę jak  i adenozynę do tRNA (117). Przypuszczają 
oni, że proces dodawania ostatniej adenozyny do nici „plus” RNA katalizo
w any jest przez samą polim erazę RNA faga.
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W ITO LD FILIPOW ICZ *, W ŁO D ZIM IERZ ZA G Ó R SK I **

Wirusy bakteryjne zawierające kwas rybonukleinowy 
II. RNA i jego translacja

Bacterial RNA Viruses 
II. RNA and its Translation

The recent data concerning the prim ary and secondary structure of RNA from  
sm all bacteriophages are review ed. The regulatory m echanism s involved  in the 
translation of phage RNA are discussed.

Grupa m ałych bakteriofagów Escherichia coli zawierających jako m a
teriał genetyczny RNA oraz proces replikacji RNA tych w irusów zostały 
omówione w innym  artykule (136). W tej pracy przedstawiono poglądy 
dotyczące sekwencji pierwszorzędowej RNA m ałych bakteriofagów oraz 
funkcji tego RNA w procesie biosyntezy białka. Od kilku lat w wielu 
pracowniach intensyw nie bada się mechanizm translacji fagowego RNA, 
ponieważ jest to jedyny w tej chwili, dość łatw y do wyizolowania, mRNA 
aktyw ny w układzie bezkomórkowym z E. coli. W w yniku tych badań 
poznano dość dobrze procesy związane z inicjacją, elongacją i term inacją 
syntezy trzech specyficznych polipeptydów fagowych. N iektóre z tych za
gadnień zostały obszernie omówione w artykułach  przeglądowych (66, 
105, 117).

Ze względu na duże podobieństwo fagów z tej grupy, jak  i ich cząste
czek RNA, dane dotyczące jednego z fagów można w większości przypad
ków odnosić również i do innych. Jedynie fag Qfi różni się nieznacznie 
wielkością oraz ciężarem cząsteczkowym zawartego w nim RNA od po
zostałych fagów (MS 2, R 17, f2, M 12, fr).

I. RNA małych bakteriofagów i kodowane przez niego białka

1. W łasności RNA

Kwas rybonukleinow y stanowi około 30% masy cząsteczkowej m a
łych bakteriofagów (37, 109).

* Lek. med., Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN , W arszawa
** Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN, W arszawa
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W skład dojrzałego wiriona wchodzi jedna liniowa cząsteczka RNA 
(z wolnym i końcami 5'p i 3'-OH) o stałej sedym entacji około 21S  (37, 81) 
i masie cząsteczkowej około 1,1 m in daltonów, zaw ierająca 3300— 3400 
nukleotydów. RNA faga Qf3 jest nieco większy i posiada stałą sedym entacji 
około 29S (90). Ostatnio doniesiono nawet, że jego ciężar cząsteczkowy w y
nosi około 1,5 m in (9). W skład RNA m ałych bakteriofagów  nie wchodzą 
żadne nietypowe zasady; dla przykładu, skład nukleotydow y RNA faga f2, 
pierwszego wyizolowanego faga z tej grupy przedstaw ia się następująco: 
A — 21,8%, U — 26,4%, G — 25,5%, C — 26,4% (75).

Z badań S t r a u s s a  i S i n s h e i m e r a  (109), M i t r y  i wsp. (81) 
oraz B o e d t k e r  (8) wynika, że wyizolowany bakteriofagow y RNA ma 
rozbudowaną struk tu rę  drugorzędową. W oparciu o przyrost absorpcji 
w ultrafiolecie podczas reakcji RNA z form aldehydem  stwierdzono, że 
około 70% jego zasad w ystępuje w obrębie s tru k tu r  dwuniciowych. 
I s e n b e r g  i wsp. (51) analizując widmo w podczerwieni zarówno RNA 
wyizolowanego z faga \i2 jak  również RNA znajdującego się w cząstce fa- 
gowej stwierdzili, że w obu przypadkach 63 ± 5%  zasad znajduje się 
w  struk turze dwuniciowej. W yniki badań nad sekwencją pierwszorzędową 
RNA bakteriofagowego w skazują również na możliwość istnienia w  jego 
obrębie licznych dwuniciowych pętli (18, 31, 52). Rola s tru k tu ry  drugo- 
rzędowej w regulacji translacji fagowego RNA zostanie omówiona w  dal
szej części artykułu.

2. K olejność cistronów  w  RNA fagow ym

Analizując m utan ty  am ber i UGA fagów f2 (129, 138), R 17 (41, 115), 
MS 2 (118) oraz Q|3 (47) stw ierdzono występowanie u tych bakteriofagów  
trzech grup m utantów  odpowiadających m utacjom  w genach dla: białka 
kapsydu (białka płaszcza), białka dojrzewania (zwanego również biał
kiem  A) oraz polim erazy fagowego RNA (zwanej również replikazą RNA 
lub syntetazą RNA). Dowody genetyczne, że RNA fagowe zawiera infor
m ację tylko dla trzech polipeptydów potwierdzono za pomocą syntezy 
trzech specyficznych białek fagowych zarówno in vivo  w zakażonych fa- 
giefri kom órkach Escherichia coli (34, 85, 121) jak  i in vitro  w układzie bez- 
komórkowym z E. coli w obecności fagowego RNA jako m atrycy  (16, 26, 
72, 122).

Kolejność cistronów dla polipeptydów fagowych jest następująca: naj
bliżej końca 5' cząsteczki RNA znajduje się cistron białka dojrzewania, 
w środku jest cistron białka kapsydu, przy końcu 3' cząsteczki znajduje się 
cistron kodujący polim erazę RNA. Dowody, że kolejność cistronów jest 
właśnie taka pochodzą z eksperym entów biochemicznych (53, 60, 99), po
nieważ nie można było posłużyć się w przypadku nierekom binujących 
RNA — bakteriofagów klasyczną m etodyką genetyczną. N ajbardziej prze
konywujących dowodów dostarczyły badania sekwencji pierwszorzędo- 
wej RNA fagów R 17, MS 2 i Q|3. W przypadku RNA fagów R 17 (87) i MS 2
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(31) wyizolowano i oznaczono sekwencje nukleotydów fragm entów  zawie
rających  jednocześnie koniec cistronu białka kapsydu oraz początek cistro- 
nu polipeptydu polimerazy. W RNA MS 2 (22), R 17 (92, 108) oraz Q(3 (7, 
104) oznaczono sekwencje nukleotydow e długich fragm entów  od końców 
5' RNA i stwierdzono, że zaw ierają one miejsca, w których inicjowana 
jest synteza białek dojrzewania.

3. Charakterystyka polipeptydów  kodow anych przez fagow y RNA

Zarówno in vivo, jak in vitro  RNA fagów e stym uluje syntezę trzech 
specyficznych polipeptydów: białka kapsydu, białka dojrzewania oraz po
lipeptydu polim erazy RNA. Dzięki różnicom w ciężarze cząsteczkowym 
polipeptydów można je rozdzielić na kolum nach z żelu poliakrylam ido- 
wego w  obecności 0,1% siarczanu dodecylu. Rysunek 1 przedstaw ia taki 
rozdział polipeptydów zsyntetyzow anych pod wpływ em  RNA faga MS 2 
in  v itro  i in  vivo  w zainfekowanych sferoplastach z E. coli.

Rys. 1. Rozdział elektroforetyczny w  żelu poliakrylam idow ym  specyficznych polipe
ptydów  zsyntetyzow anych pod w pływ em  MS2 RNA w  w arunkach in v i tro  i in vivo.  
P olipepty<3y w  d o św ia d c z en ia ch  in  v i t r o  z n a k o w a n e  są 14C -leu cy n ą , a w  d o św ia d c z en iu  in  v iv o

— sH -leu cy n ą .
(P) — p o lip e p ty d  R N A -p o lim era zy , (A) — b ia łk o  d o jrze w a n ia , (K) — b ia łk o  k a p sy d u  (w g 119).

Głównym składnikiem  białkowym om awianych bakteriofagów jest 
białko płaszcza — polipeptyd o ciężarze cząsteczkowym około 14 000. Jeden 
wirion zawiera 180 cząsteczek tego białka (29). Poznana jest sekwencja 
aminokwasowa białek kapsydu fagów f2 (127), R 17 (126) oraz QP (59). 
Sekwencje białek kapsydu fagów R 17, M 12, f2 i MS 2 różnią się między 
sobą ty lko jednym  aminokwasem  (29, 62) na ogólną liczbę 129. W skazuje 
to na bliskie pokrewieństwo tych bakteriofagów. Białka kapsydu tych
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fagów, jak  również faga Q|3 nie zaw ierają h istydyny (28, 90). Białko kap- 
sydu faga Q$ nie zawiera ponadto tryp to fanu  i m etioniny (59). Ponieważ 
dwa pozostałe polipeptydy fagowe zaw ierają w szystkie aminokwasy moż
na je łatw o odróżnić od białka kapsydu. Zarówno in vivo  jak  i in vitro  
białko kapsydu tworzy się w znacznie większych ilościach od pozostałych 
białek (16, 26, 34, 85, 122) (rysunek 1).

Białko dojrzewania (4, 71) jest drugim  obok białka kapsydu stru k tu 
ralnym  białkiem  cząstki fagowej (106, 120); według S t e . i t  z (107) każdy 
w irion zawiera tylko jedną jego cząsteczkę. Rolę tego białka omówiono 
szerzej w innym  artyku le  (136). Ciężar cząsteczkowy białka dojrzewania 
faga R 17 określany jest na około 35—40 tys. (107), a faga na 44 tys. 
(82). W e i n e r  i W e b e r  (133) oznaczyli sekwencję N-końcową biał
ka dojrzew ania faga Qf3 jako NH2Pro-L iz-Leu-Pro. In  vivo  w zakażonych 
fagiem kom órkach polipeptyd ten  tworzy się w niewielkich ilościach (85, 
121) (rysunek 1). Białko dojrzewania pow staje również w niewielkich iloś
ciach in vitro  w układzie z E. coli w obecności RNA faga f2 (72, 73). 
W układzie otrzym anym  z kom órek Bacillus stearotherm ophilus rybosomy 
inicjują na RNA f2 syntezę tylko białka dojrzewania; pozostałe dwa fa
gowe polipeptydy nie są w tych w arunkach inicjowane (68).

G a r  w e s i wsp. (36) sugerowali w ystępowanie w izolowanych wi- 
rionach QP dwóch rodzajów białka dojrzewania. Potwierdzono to również 
syntezą czterech różnych polipeptydów in vitro  w układzie bezkomórko- 
wym z E. coli pod wpływem  RNA Q|3 (48). W ydawało się, że tłum aczy to 
dlaczego RNA faga QP jest większy od RNA innych bakteriofagów. O stat
nio wykazano jednak w kilku pracowniach (48, 82, 132), że znajdowany 
wśród białek QP dodatkowy, czw arty polipeptyd jest białkiem  kapsydu, 
którego synteza nie zostaje zakończona na właściwym  dla niego kodonie 
term inalnym . W w yniku tego powstaje znacznie dłuższy od normalnego 
białka kapsydu polipeptyd posiadający około 200 dodatkowych amino
kwasów przy końcu cząsteczki z grupą -COOH. Sekwencja N-końcowa 
tego polipeptydu jest identyczna z sekwencją N-końcową białka kapsydu 
(82, 132).

Polim eraza RNA (16, 26, 34, 85, 121) jest polipeptydem  kodowanym 
przez najw iększy cistron RNA m ałych bakteriofagów (85, 120, 121). We
dług K a m e n a  (55) ciężar cząsteczkowy tego polipeptydu w przypadku 
faga Q{3 wynosi około 65 000. G a r  w e s i wsp. (36) podają c.cz. około 
49 000. Najlepiej poznaną fagową polim erazą RNA jest polim eraza (55, 
58). Polipeptyd ten  nie jest odnajdyw any w struk turze  dojrzałych cząstek 
fagowych. Zarówno in vivo  jak i in vitro  tw orzy się on w ilościach zna
cznie m niejszych od białka kapsydu (121, 122) (rysunek 1). Czynny enzym 
jest kom pleksem  powstającym  z połączenia się polipeptydu kodowanego 
przez RNA fagowe z trzem a innym i polipeptydam i baktery jnym i (55, 58). 
Działanie fagowej polim erazy RNA zostało omówione w innym  a rty 
kule (136).
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II. Badania nad strukturą pierwszorzędową RNA małych bakteriofagów

1. Fragm enty 3’- i 5’-końcow e

Z powodu trudności metodycznych oraz dużej wielkości cząsteczki 
RNA fagowego, badania jego sekwencji nukleotydowej ograniczały się 
przez wiele lat tylko do krótkich fragm entów 5’ i 3,-końcowych. Tablica 1 
przedstaw ia sekwencje nukleotydowe obu końców cząsteczek RNA róż
nych bakteriofagów.

a Tablica 1

Sekwencje nukleotydowe końców 5’ i 3’ RNA różnych bakteriofagów

Fag Koniec 5’ Pozycja
literatury

Koniec 3’
• 1 Pozycja

literatury

MS 2 pppGGGUGGGACC..1
.

(22) . .GUUACCACCCA-OH..1 (31)
f2 pppGGGUGGGACC. . 1 (63) . .GUUACCACCCA-OH (19,134)
R 17 pppGGGUGGGACC..1 (18) ..GUUACCACCCA-OH..1 (18)
R 17 . .GGUCCCACCC-OH2 (18)

a pppGGG(G)ACCCCCC. -1*3 (7) . .GCCCUCUCUCCUCCCA-
-OH (135)

b pppGGGGACC... (21)
Q(3 c pppGGGGGAAC... (21) . .GCCCUCUCUCUCCCCA- (20)

-OH
d pppGGGAC... (137)

1 sekwencje te są fragm entam i dłuższych sekwencji końcowych oznaczonych przez cytowanych autorów,
2 sekwencja podana w oparciu o znaną kolejność nukleotydów  kom plem entarnego końca 5’ nici ( + )  R N A R 1 7
3 nie w iadom o czy w  pozycji w nawiasie znajduje się G czy  też GG .

Jak  widać z tablicy 1, koniec 5’ RNA wszystkich fagów rozpoczyna się 
trójnukleotydem  pppGGG; najczęściej spotykaną sekwencją końca 3’ jest 
-CCCA-OH. Znaczny jednak procent RNA wyizolowanego z bakteriofagów 
zawiera na końcu 3’ sekwencję -CCC-OH (61, 91, 135). RNA fagów MS2, 
R 17 i f2 m ają jednakową struk turę  pierwszorzędową dłuższych fragm en
tów końcowych; potwierdza to dane o ich bliskim pokrew ieństw ie. Istnieją 
znaczne rozbieżności co do sekwencji końca 5’ RNA QP. D e  W a c h t e r  
i F i e r s  (21) stw ierdzili w wyizolowanym RNA istnienie praw ie równo
ważnych ilości dwóch różnych sekwencji (tablica 1 b i c). Odm ienne w y
niki uzyskali B i l l e t e r  i wsp. (7) oraz Y o u n g  i F r a e n k e l - C o n -  
r  a t (137) (tablica 1 a i d). Na podstawie znanej sekwencji końca 5’ RNA 
fagowego można wydedukować kolejność nukleotydów końca 3’-OH kom 
plem entarnej nici (—) RNA. Porównanie sekwencji nukleotydowej końca 
3’ nici ( +  ) i nici (—) jest interesujące ze względu na to, że na obu łań
cuchach do tego regionu musi przyłączać się polimeraza RNA rozpoczy
nająca syntezę nici kom plem entarnych. W spólną sekwencją dla obu jest 
heksanukleotyd CCACCC, który może być fragm entem  rozpoznawanym 
przez enzym (18).
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Należy również zwrócić uwagę, że koniec 5’ RNA wszystkich bakte
riofagów nie zawiera kodonów inicjacyjnych AUG dla N -form ylo-m etio- 
nylo-tRNA, podobnie jak na końcach 3’ nie w ystępują kodony kończące 
syntezę łańcucha polipeptydowego (UAA, UAG, UGA). Świadczy to, że 
inicjacja syntezy łańcucha polipeptydowego przez rybosom odbywra się 
w ew nątrz łańcucha mRNA, a ponadto potwierdza przypuszczenia, że w 
RNA fagowym istn ieją fragm enty, które nie są odczytywane przez rybo
somy. Istnienie takich fragm entów sugerowano głównie na tej podstawie, 
że ilość nukleotydów w RNA fagowym jest znacznie większa niż potrzeb
na do kodowania trzech specyficznych, fagowych polipeptydów. Cząstecz
ka RNA bakteriofagów R 17 i MS 2 zawiera bowiem około 3300 nukleoty
dów (37, 109) a trzy  geny dla białek tych fagów w ym agają nie więcej niż 
3000 nukleotydów. Dość długie nietłum aczone sekwencje na końcach czą
steczki RNA, jak również w obszarach m iędzycistronowych mogą spełniać 
rozm aite funkcje regulacyjne w syntezie RNA i białek fagowych.

2. Sekw encje nukleotydow e dłuższych fragm entów  RNA

Grupa Sangera (14, 15, 98) opracowała w latach 1965— 1969 m ikrom e- 
tody rozdziału i oznaczania sekwencji znakowanych 32P oligonukleotydów. 
Dzięki tem u pow stały w arunki do oznaczania sekwencji nukleotydowej 
długich fragm entów  RNA fagowego. Do preparatyw nego rozdziału oligo
nukleotydów otrzym anych przez łagodne traw ienie cząsteczki RNA nu- 
kleazami zastosowano elektroforezę na żelach poliakrylam idowych (3, 31, 
39, 80).

Przełomowym m om entem  w badaniach nad s tru k tu rą  pierwszorzędową 
RNA fagowego było oznaczenie przez S t e i t z (108) sekwencji trzech 
fragm entów RNA, do których przyłączają się rybosom y inicjujące syn
tezę poszczególnych białek kodowanych przez RNA faga R 17. A utorka 
inkubowała wysokoznakowane 32P-RNA faga R 17 z rybosom ami w obec
ności N-form ylom etionylo-tRNA i faktorów inicjacyjnych. W tych w a
runkach, z powodu nieobecności faktorów elongacyjnych (T i G) rybosom y 
po przyłączeniu się do miejsc inicjacyjnych zawierających kodony AUG 
dla N-form ylom etioniny nie mogą przesuwać się dalej po łańcuchu mRNA. 
Gdy na takie kom pleksy RNA z rybosom ami podziała się rybonukleazą 
trzustkową, to straw iony zostaje cały łańcuch RNA z w yjątkiem  fragm en
tów RNA o długości około 30 nukleotydów, chronionych przez s tru k tu rę  
rybosomów przed atakiem  nukleazy. Steitz izolowała te krótkie fragm enty  
i oznaczała ich sekwencje według m etody opracowanej przez grupę San
gera (14, 15, 98). W ykorzystując do reakcji z rybosomami niezdegradow a- 
ny RNA R 17 au torka oznaczyła sekwencję nukleotydową miejsca inicja
cyjnego dla białka kapsydu (na niezdegradowanym  natyw nym  RNA ry 
bosomy przyłączają się głównie do m iejsca inicjacyjnego dla białka kap
sydu). Gdy jako m ateria ł wyjściowy au torka stosowała częściowo rozfrag-
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Schem at 1. Sekw encje nukleotydow e fragm entów  in icjacyjnych oraz końcow ego od
cinka cistronu białka kapsydu R 17.

P o d k r eś lo n e  są k o d o n y  te r m in a ln e  (—) oraz k o d o n y  in ic ja c y jn e  (------). F ra g m en t w y iz o lo w a n y
przez G u p tę  i w sp . (40) z a w iera  62 n u k le o ty d y  — a u to rzy  o z n a c zy li ich  k o le jn o ść . P o w y ż e j  

p od an a  je s t ty lk o  część  te g o  fr a g m e n tu .
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m entowany RNA, rybosomy przyłączały się również w większym stopniu 
do miejsc inicjacyjnych pozostałych dwóch cistronów; ułatw iło to izolo
wanie i oznaczanie sekwencji tych fragm entów. Sekwencję nukleotydo- 
wą miejsca inicjacyjnego dla białka dojrzewania Steitz określiła ostatecz
nie stosując rybosomy z Bacillus stearothermophilus, k tóre w w arunkach 
in vitro  in icju ją w obecności fagowego RNA syntezę tylko białka dojrze
wania (68).

W podobny sposób oznaczono sekwencję inicjacyjną dla cistronu białka 
kapsydu faga QP (46) i faga f2 (40). Ostatnio w RNA faga Qf3 zlokalizowa
no miejsce przyczepu rybosomu do cistronu białka dojrzew ania (104) oraz 
oznaczono sekwencję inicjacyjną cistronu polim erazy RNA (103). Poznane 
dotychczas sekwencje fragm entów inicjacyjnych dla poszczególnych cis
tronów przedstaw ione są na schemacie 1.

Ponadto na rysunku  tym  podano sekwencję fragm entu  cistronu białka 
kapsydu RNA R 17 oznaczoną przez N i c h o l s a  (77). F ragm ent ten  za
chodzi na początek sekwencji inicjacyjnej polim erazy RNA, dzięki czemu 
poznana została całkowicie sekwencja nukleotydowa nietłumaczonego 
fragm entu znajdującego się między końcem cistronu białka kapsydu a po
czątkiem cistronu polim erazy faga R 17. Powyżej każdej sekwencji nu- 
kleotydowej podano sekwencje aminokwasowe N-końcowych fragm entów 
poszczególnych polipeptydów fagowych. W przypadku białek kapsydu fa
gów QP, f2 i R 17, których sekwencja aminokwasowa jest znana (59, 126, 
127), wyniki badań struk tu ry  pierwszorzędowej RNA potwierdzają słusz
ność ustaleń sekw encji aminokwasów a zatem  bezpośrednio potwierdzają 
prawdziwość kodu genetycznego. Podobną zgodność sekwencji aminokwa- 
sowych i nukleotydowych stwierdzono w przypadku N-końcowego te tra- 
peptydu Pro-L iz-Leu-Pro- dla białka dojrzew ania Qp (104) oraz p ierw 
szych dwupeptydów pozostałych białek (103); kolejność dalszych amino
kwasów wydedukow ano w oparciu o oznaczoną sekwencję nukleotydów.

Jak widać na schemacie 1, in icjacyjny kodon AUG znajduje się m niej 
więcej w środku każdego ochranianego przez rybosom  fragm entu. Od 
N-form ylom etioniny rozpoczyna się też  synteza każdego z omawianych 
białek. Żaden z kodo nów AUG dla N -form ylom etioniny nie jest bezpośred
nio poprzedzony kodonem term inalnym .

Podane na schemacie 1 sekwencje nukleotydowe potw ierdzają osta
tecznie, że między poszczególnymi cistronam i istnieją fragm enty nietłu- 
maczone przez rybosomy. Być może, fragm enty  te decydują o tym , że 
określona trójka AUG jest rozpoznawana przez rybosomy jako kodon in i
cjacyjny; o dołączeniu się rybosomu mogłaby decydować s truk tu ra  p ierw 
szo- lub drugorzędowa tych fragm entów  (108). Ze schem atu 1 wynika, że 
wspólną sekw encją dla miejsc inicjacyjnych białek kapsydu fagów Q(3, 
R 17 i f2 oraz polim erazy faga R 17 jest UUUGA. Miejsca inicjacyjne dla 
białek dojrzewania R 17 i QP oraz dla polim erazy QP nie zaw ierają jed 
nak tego pięcionukleotydu. S t a p l e s  i wsp. (103, 104) zwrócili uwagę,
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że wspólną sekw encją dla m iejsc inicjacyjnych obu polim eraz (R 17 i Q|3) 
jest AGGAU, a w miejscu inicjacyjnym  dla białka dojrzew ania faga Q(3 
znajduje się sekwencja UAAGAGG bardzo zbliżona do sekwencji 
UAGGAGG w RNA R 17.

Z powyższych rozważań wynika, że dla wszystkich fragm entów inicja
cyjnych nie ma wspólnej sekwencji poprzedzającej tró jkę AUG, odpo
wiedzialnej za przyłączenie rybosomu. Odmienność tych sekwencji byłaby 
uzasadniona w świetle ostatnich doniesień o heterogenności faktora F3, 
odpowiedzialnego bezpośrednio za przyłączanie podjednostki rybosomalnej 
30S do naturalnego mRNA (6).

u/\
A G 
/ \

C - G
G-C i i 
A-U i i 
A-U
G-C i i 
U UI I
Y-a
U-AI I
G-C i i 
G-U
G-U i i

c'6""
A - G - A - G - C - C - C - U - C - A - A - C /

Schem at, 2. Proponowana struktura drugorzędowa dla fragm entu in icjacyjnego cis- 
stronu białka kapsydu faga R 17 (wg 108).

G u p t a i wsp. (40) zwrócili uwagę, że w ystępująca w miejscach ini
cjacyjnych dla białek kapsydów fagów f2 i R 17 sekwencja GUUUGAA 
jest kom plem entarna do fragm entu UA AA C^T znajdującego się w 
tRNA pet z Escherichia coli (23). Trudno w tej chwili powiedzieć, czy ma 
to rzeczywiście jakieś znaczenie w powstawaniu kom pleksu inicjującego 
syntezę łańcucha polipeptydowego, czy też jest to zbieżność zupełnie przy
padkowa

S t e i t z  stw ierdziła (108), że fragm ent inicjacyjny cistronu białka 
kapsydu faga R 17 można przedstawić w form ie pętli, w której większość 
nukleotydów jest sparowana (schemat 2). Kodon AUG znajdowałby się na 
szczycie tej pętli, co mogłoby tłumaczyć fakt tak łatwego rozpoznawania 
go przez rybosom.

Interesującą m etodę oznaczania sekwencji nukleotydowych RNA faga 
Q$ stosują badacze z grupy W eissmanna (7, 38). W ykorzystują oni do ba
dań wysokoznakowane 32P fragm enty RNA Q(3 syntetyzow ane in vitro  na 
m atrycy nici kom plem entarnej (—) przy użyciu oczyszczonego preparatu
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polim erazy RNA faga Q(3. W w arunkach zapew niających synchroniczną 
syntezę nici ( +  ) można w m iarę przedłużania czasu działania enzymu 
otrzym ywać coraz to dłuższe znakowane fragm enty fagowego RNA. Posłu
gując się tą  m etodą grupa W eissmanna (7, 38, 104) przeprowadziła ozna
czenie sekwencji ponad 300 kolejnych nukleotydów  końca 5’ RNA fa
ga Qf3. Fragm ent ten  zawiera 10 potencjalnych kodonów inicjacyjnych: 
6 kodonów AUG (rozpoczynających się w pozycjach 62, 102, 114, 212, 227, 
318) oraz 4 kodony GUG (w pozycjach 78, 172, 192, 194). Jeden z nich 
powinien być kodonem inicjacyjnym  dla białka dojrzewania. S t a p l e s  
i wsp. (104) stw ierdzili, że jest nim pierwszy kodon AUG rozpoczynający 
się od 62 nukleotydu i że rybosom inicjujący syntezę białka dojrzewania 
ochrania swoją s truk tu rą  nukleotydy od 52 do 77 licząc od końca 5’ cząs
teczki RNA. Rola poprzedzających 61 nukleotydów nie jest w tej chwili 
wyjaśniona. Dalsze wspom niane kodony AUG oraz GUG są najpraw do
podobniej zwykłymi struk turalnym i kodonami cistronu białka dojrze
wania.

W pracowni Sangera w Cambridge bardzo zaawansowane są badania 
nad stru k tu rą  pierwszorzędową RNA faga R 17 (97). Do chwili obecnej, 
poza sekwencjami przedstaw ionym i na schemacie 1 oznaczono kolejność 
nukleotydów fragm entów  cistronu białka kapsydu odpowiadających am i
nokwasom: od 33 do 52 (52), od 57 do 85 (52) oraz od 81 do 99 (3). In te re 
sujące jest, że wszystkie te poznane dotychczas sekwencje dają się przed
stawić w formie pętli o znacznym stopniu s tru k tu ry  drugorzędowej. Dla 
RNA faga R 17 (2) oraz f2 (63) oznaczono również kolejność 74 nukleoty
dów od końca 5’ RNA. C o r y  i wsp. (18) określili natom iast 3’-końcową 
sekwencję RNA R 17 o długości 51 nukleotydów.

G rupa Fiersa (17, 22, 31, 32, 78, 79) bada sekwencje nukleotydowe 
w RNA faga MS 2, k tóry  jest bardzo blisko spokrewniony z fagami R 17 
i f2. Najbardziej interesującym  z poznanych przez nich fragm entów, jest 
5’-końcowy odcinek RNA o długości 125 nukleotydów (22). Sześć ostatnich 
nukleotydów leżących na końcu 3’ tego fragm entu  ma taką samą sekw en
cję co początek m iejsca inicjacyjnego dla białka dojrzewania faga R 17 
zbadanego przez S t e i t z (108). Dzięki tem u ustalono, że w RNA fagów 
R 17 i MS 2 pierwszym  kodonem AUG odczytywanym  przez rybosom y 
jest kodon rozpoczynający się od 130-go nukleotydu mimo, że bliżej koń
ca 5’ RNA znajdują się jeszcze trzy  inne kodony AUG i jeden GUG (97). 
Schem at 3 przedstaw ia proponowaną s tru k tu rę  drugorzędową 5’-końco- 
wego fragm entu RNA faga MS 2.

Badacze z tej samej grupy oznaczyli również (17) sekw encję 104 n u 
kleotydów znajdujących się na końcu 3’ RNA faga MS 2. Sekwencja ta  
zawiera cztery potencjalne kodony term inalne: dwa UAA oraz dwa UAG. 
Ponieważ jednak nie znana jest sekwencja aminokwasowa polimerazy, nie 
wiadomo czy fragm ent ten  odpowiada rzeczywiście końcowemu odcinkowi 
cistronu dla tego enzymu.
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Na VII Zjeździe FEBS w W arnie H a e g e m a n  i wsp. (43) zakomuni
kowali o oznaczeniu sekwencji całego cistronu białka kapsydu MS 2 wraz 
z przylegającym i do niego z obu końców fragm entam i (w sumie około 550 
nukleotydów). Dla cistronu tego zaproponowali oni model s tru k tu ry  d ru - 
gorzędowej w yjaśniający między innym i zjawisko polarnośoi oraz tłum a
czący dlaczego m utanty  term inalne am ber w cistronie kapsydu powstają 
tylko w określonych pozycjach. W m odelu tym  około 75% nukleotydów 
połączonych jest wiązaniami wodorowymi w s tru k tu ry  dwuniciowe.

u-u\
/c G

c G
c G
c G
A U
G C
G c
G u
U G
G c
G u
G c

P P  P A A C U UCCU 

UUGGAGGA U A U C 

A U G G

/ G' Cn

XA -U / -

Schem at. 3. Proponowana struktura drugorzędowa dla 5’-końcow ego fragm entu RNA
faga MS2.

S trza łk i w sk a zu ją  m ie jsc a  w r a ż liw e  n a  d z ia ła n ie  r y b o n u k le a zy  T t (w g  22).

Interesujące jest porównanie sekwencji nukleotydowych odpowiadają
cych sobie fragm entów  RNA pochodzących z różnych bakteriofagów (31, 
88, 97). Ogólnie można powiedzieć, że różnice we fragm entach nieczyta- 
nyeh przez rybosom y (sekwencje 5’- i 3’-końcowe oraz międzycistronowe) 
są znacznie m niejsze niż we fragm entach kodujących aminokwasy. Zacho
wanie tego samego układu nukleotydów we fragm entach nietłum aczo- 
nych świadczy, że odgrywają one z pewnością jakąś rolę w biosyntezie fa- 
gowych białek i RNA. Różnice we fragm entach tłum aczonych przez ry 
bosomy dotyczą zwykle ostatniego, trzeciego m iejsca w poszczególnych 
kodonach, co nie wpływa zazwyczaj na sekwencję aminokwasów kodowa
nych przez nie białek.
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Przegląd trypletów  w ykorzystyw anych do kodowania polipeptydów 
przez RNA małych bakteriofagów (31, 97) prowadzi do wniosku, że pewne 
kodony w ystępują w obrębie poszczególnych cistronów  znacznie częściej 
od innych. Nie wiadomo jednak, czy zjawisko to odgryw a jakąś rolę w re 
gulacji translacji fagowego mRNA.

III. Mechanizmy regulacji syntezy białek fagowych

Jak  już wspomniano trzy  białka syntetyzow ane pod wpływem  fago
wego RNA tworzone są zarówno in  vivo  jak  i in vitro  w różnych iloś
ciach. Białko kapsydu odnajdyw ane w wirionie w ilości 180 moli/mol RNA, 
syntetyzow ane jest najintensyw niej, zaś białko dojrzewania, w ystępujące 
w kapsydzie w ilości 1 mol/mol RNA oraz polim eraza RNA nie wcielana 
do kapsydu pow stają w znacznie m niejszych ilościach. Ponieważ RNA 
fagowe zawiera po jednej kopii każdego spośród trzech genów muszą 
zatem istnieć m echanizm y w ew nętrznej regulacji translacji tego RNA de
cydujące o różnicach w intensywności syntezy poszczególnych białek.

1. Polarność translacji jako funkcja dostępności m iejsc in icjacyjnych w  obrębie RNA

Jednym  z mechanizmów odpowiedzialnych za zróżnicowany poziom 
syntezy białek fagowych ma być m echanizm  polarności translacji. W 1963 
roku O t h a k a  i S p i e g e l m a n  (89) stw ierdzili, że in vitro, synteza 
białek fagowych przebiega nierów nom iernie w czasie. W ciągu pierwszych 
trzech m inut inkubacji ekstraktu  z E. coli wzbogaconego fagowym RNA, 
powstają białka nie zawierające histydyny. Od syntezy tych białek zależy 
włączanie histydyny, które jest przede wszystkim  m iarą syntezy poli
m erazy fagowego RNA. W ykazano bowiem, że po wycofaniu histydyny 
z pożywki w ekstraktach z bak terii zakażonych fagiem  nie pojaw ia się 
aktywność fagowej polim erazy RNA (70).

Na zależność syntezy polim erazy RNA od syntezy białka płaszcza 
w skazują też badania produktów pow stających in  vitro  w obecności RNA 
ze zm utowanych fagów. RNA takie zawierało w różnych pozycjach cis
tronu białka płaszcza term inalne kodony amber. Fagowe RNA m ające m u
tację am ber w siódmym kodonie kapsydu (m utant sus 3) stym uluje syntezę 
sześciopeptydu rozpoczynającego się N-końcowym  aminokwasem  białka 
kapsydu (128). Tak zmutowane RNA nie stym uluje syntezy polim erazy 
RNA, podczas gdy RNA z m utacją am ber w siedem dziesiątym  kodonie 
tego samego cistronu, w yw ołuje syntezę fagowej polim erazy (28, 42, 139). 
W yniki te potwierdzili T o o  z e  i W e b e r  (115) stosując m utan ty  am 
ber w obrębie cistronu białka kapsydu otrzym ane działaniem kwasu azo
tawego i 5’-fluorouracylu. Fagi z m utacją am ber w siódmym kodonie cis-
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tronu białka kapsydu zakażają komórki bakterii niesupresorow ych wyw o
łując syntezę tylko nikłych ilości fagowej polim erazy RNA, zaś fagi z m u
tacją am ber w kodonach 50, 54 i 70 syntetyzują aktyw nie fagową polim e- 
razę RNA.

Zjawiska polarności polegające na wpływie syntezy białka kapsydu na 
syntezę polim erazy RNA, można tłumaczyć w klasyczny sposób zakłada
jący, że rybosom przesuwając się po nici policistronowego mRNA bierze 
udział w translacji kolejnych cistronów. Obniżona stabilność kom pleksu 
pomiędzy nieodczytywanym międzycistronowym fragm entem  mRNA a ry - 
bosomem może być przyczyną zmniejszenia ilości rybosomów zbliżających 
się do następnego sygnału inicjacyjnego i powodować obniżenie in tensyw 
ności translacji kolejnego cistronu (77). Przeciwko takiem u tłum aczeniu 
przem aw ia jednak ustalona ostatecznie kolejność genów w obrębie RNA 
fagowego oraz mechanizmy towarzyszące odczytyw aniu kodonu term inal
nego. Oprócz bowiem odpadnięcia od rybosomu uform owanego polipepty- 
du (11) również i sam rybosom odpada od nici mRNA po odczytaniu try p - 
le tu ’term inalnego (130, 131).

Inne tłum aczenie różnic w intensywności syntezy poszczególnych b ia
łek fagowych i zjawiska polarności translacji zakłada istnienie w fago
wym  RNA trzech odrębnych miejsc inicjacyjnych w różnym stopniu do
stępnych dla rybosomów ze względu na rozbudowaną struk tu rę  II-gorzę- 
dową fagowego RNA. Rozfałdowanie RNA przez rybosom y przesuw ające 
się w procesie translacji wzdłuż cistronu białka kapsydu powoduje od
słonięcie miejsca inicjacyjnego następnego cistronu (41, 42, 139).

Za taką możliwością przem awia spostrzeżenie, że synteza białka doj
rzew ania i białka kapsydu zachodzą niezależnie od siebie. Tak więc synteza 
białka kapsydu w yw ierałaby polarny wpływ wyłącznie na syntezę polim e
razy RNA. Bliższe wniknięcie w mechanizm regulacji syntezy poszczegól
nych białek faga stało się możliwe dzięki zastosowaniu do znakowania tych 
białek N-form ylo (,5S) metionylo-tRNA. W tych w arunkach, zgodnie z da
nym i dotyczącymi mechanizmu inicjacji (1, 76, 84, 122, 128) pow inny zna
kować się wyłącznie N-końcowe fragm enty pow stających białek. Po tra 
wieniu produktów syntezy trypsyną i chym otrypsyną otrzym uje się zna
kowane N-końcowe oligopeptydy, które rozdziela się elektroforetycznie. 
Oznaczenie ich sekwencji pozwala przypisać określony peptyd w łaściw e
mu białku fagowemu a oznaczenie wzajem nych stosunków ilościowych 
w skazuje na poziom inicjacji syntezy poszczególnych białek fagowych. Tą 
metodą L o d i s h  (64, 65) ustalił, że inicjacja syntezy białka dojrzew ania 
i białka kapsydu następuje w tym  samym momencie, zaś in icjacja poli- 
peptydu polim erazy RNA opóźniona jest o około 2—3 m inuty. Omówione 
doświadczenia dowodzą też, że zainicjowanie translac ji może nastąpić w 
partiach w ew nętrznych nici mRNA a niekoniecznie w  pobliżu końca 5’, co 
zgadza się z wcześniejszymi sugestiami B r e t s c h e r a  (11, 12, 13).

Zależność między syntezą białka kapsydu i polipeptydu polim erazy
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RNA zanika po fragm entacji cząsteczek fagowego RNA. W ykazał to 
Lodish (64, 65) izolując RNA z m utantów  fagowych, niezdolnych do syn
tezy białka dojrzewania. W tych w arunkach RNA winiona jest częściowo 
nieosłonięty i ulega ograniczonej hydrolizie przez nukleazy komórkowe 
(4). Po odbiałczeniu takich fagów fenolem, otrzym uje się rozfragm ento- 
w any RNA, przy czym z mieszaniny można wyizolować fragm ent o stałej 
sedym entacji 14S, zaw ierający koniec 3’ (66). Fragm ent ten  nie w yw ołuje 
in vitro  syntezy białka kapsydu, stym ulując jednocześnie włączanie his- 
tydyny obecnej w polimerazie RNA. Synteza polipeptydu polim erazy w 
obecności tego fragm entu nie wykazuje cech polarności (65, 72, 73). Tak 
więc na nienaruszonej cząsteczce RNA inicjacja translacji cistronu poli
m erazy RNA utrudniana jest zawadą przestrzenną wywołaną obecnością 
cistronu białka kapsydu.

Jeśli teza o wpływie stru k tu ry  II-gorzędowej RNA na intensywność 
translacji poszczególnych genów jest słuszna, to zastosowanie czynników 
rozplatających dwuniciowe fragm enty kwasu nukleinowego (podwyższona 
tem peratura, dializa do buforów o niskiej sile jonowej) powinno w w yraź
ny sposób odbić się na poziomie syntezy poszczególnych białek. I rzeczy
wiście, jeśli inkubację ekstraktów  bezkomórkowych wzbogaconych w fa- 
gowe RNA prowadzono w tem peraturze 49°, to choć ogólny poziom syn te
zy białek spadał, jednakże inicjacja polipeptydu polim erazy RNA w sto
sunku do inicjacji białka kapsydu była wyższa niż podczas inkubacji w 
tem peraturze 37°. Również w w ypadku RNA m utan ta  fagowego sus 3 za
wierającego m utację am ber w siódmym kodonie cistronu białka płaszcza 
efekt polarny osłabiający syntezę polipeptydu polim erazy RNA obserwo
w any w 37° zanikał w 49° (72, 73).

Ze względu na znaczną tendencję RNA fagowego do renaturacji, trw ałe 
zmiany jego II-gorzędowej s truk tu ry  uzyskuje się dopiero w w yniku re 
akcji z form aldehydem  (8, 37, 109). Fagowe RNA, w którym  5°/o s tru k tu ry  
II-gorzędowej zostało zniszczone działaniem  form aldehydu stym ulowało 
in vitro  w dalszym ciągu inicjację translacji trzech białek fagowych lecz 
w zmienionych proporcjach. Inicjacja polipeptydu polim erazy RNA w zra
stała pięciokrotnie, białka dojrzewania — dw ukrotnie, zaś białka kapsydu 
pozostawała taka sama jak  w przypadku natyw nego mRNA (69, 72). Na 
podstawie omówionych doświadczeń L o d i s h  i R o b e r t s o n  (72) za
proponowali przedstaw iony na schemacie 4 model tłum aczący wpływ  
struk tu ry  II-gorzędowej fagowego RNA na wydajność translacji poszcze
gólnych cistronów. Model ten  znajduje poparcie w pracy F u k a m i 
i I m a h o r i  (35) gdzie RNA o zmienionej struk tu rze II-gorzędowej, 
w skutek długotrw ałej dializy do roztworów w ersenianu, stym ulowało syn
tezę podwyższonych ilości polim erazy RNA.

Omówiony schemat może tłumaczyć wyłącznie procesy obserwowane 
przy translacji fagowego RNA in vitro, bowiem in vivo, w początkowym 
okresie po infekcji i zahamowaniu syntezy białek bakteryjnych, nie obser-
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w uje się opóźnienia we włączaniu histydyny w stosunku do innych ami
nokwasów, przy czym pierwszym  powstającym  białkiem  fagowym jest 
polimeraza RNA. Kom pletne białko kapsydu pojawia się w komórkach 
gospodarza w późniejszym okresie (26, 34, 119, 120, 121). Kolejność syn-

Schem at. 4. W pływ  struktury II-gorzędow ej RNA na in icjację translacji poszczegól
nych białek fagow ych (wg 72 z m odyfikacjam i)

F ra g m en ty  in ic ja c y jn e  c is tro n ó w  ozn aczon o: I — b ia łk a  d o jrzew a n ia , II — b ia łk a  k a p sy d u , III —
p o lim era zy  R N A

A. R N A  n a ty w n e  w y k a z u je  w y so k i s to p ie ń  u p o rzą d k o w a n ia . F ra g m e n t R N A  o d p o w ied z ia ln y  
za in ic ja c ję  sy n te z y  b ia łk a  k a p sy d u  je s t  ła tw o  d o stę p n y  i ła tw o  d o łą cza  r y b o so m y . F ra g m en t  
in ic ju ją c y  tr a n s la c ję  b ia łk a  d o jrzew a n ia  je s t  u k r y ty  w  str u k tu rze  I I -g o rzęd o w ej. F ra g m en t 
in ic ju ją c y  sy n te z ę  p o lip e p ty d u  p o lim era zy  R N A  z a k r y ty  je s t  przez  czę ść  c istro n u  b ia łk a

p łaszcza
B . P o  p o tra k to w a n iu  R N A  fo r m a ld eh y d e m  i zn iszczen iu  s tr u k tu ry  I I -g o rz ęd o w ej , w sz y s tk ie

m ie js c a  in ic ja c y jn e  d o s tęp n e  są  w  ró w n y m  s to p n iu
C. W p r o ces ie  tra n s la c ji, n ie w ie lk a  ilo ść  r y b o so m ó w  m o że  d o łą cz a ć  s ię  do m ie js c a  in ic ju ją c e g o  
s y n te z ę  b ia łk a  d o jrz ew a n ia . Z n aczn a  ilo ść  r y b o so m ó w  m o że  in ic jo w a ć  s y n te z ę  b ia łk a  k a p sy d u , 
n a to m ia st m ie jsc e  in ic ja c j i p o lip e p ty d u  p o lim era zy  R N A  u ja w n ia  s ię  d o p iero  p od czas tr a n s

la c j i g en u  p łaszcza

tezy białek fagowych in vivo  jest identyczna z kolejnością wnikania po
szczególnych cistronów RNA do komórki gospodarza w procesie infekcji 
(86) i nie w ydaje się być wyłącznie określona własnościami s truk tu ry  II- 
gorzędowej. Skłania to  do wniosku, że obok stru k tu ry  II-gorzędowej ist
nieją jeszcze inne czynniki m odulujące syntezę białek fagowych.

2. Białko kapsydu jako m odulator poziom u translacji cistronu polim erazy RNA

Infekcja bakterii szczepami fagowymi posiadającym i m utację am ber 
w dalszych pozycjach cistronu białka kapsydu nie tylko nie obniża synte
zy fagowej polim erazy RNA jak to ma miejsce przy infekcji szczepem 
sus 3, ale w prost przeciw nie podnosi jego syntezę (70, 71). Na tej podsta
wie L o d i s h  i Z i n d e r  (74) w ysnuli wniosek, że ukończone białko 
kapsydu jest inhibitorem  syntezy polim erazy RNA. Podobny pogląd w y
razili V i n u e l a  i wsp. (119, 121) oraz N a t h a n s  i wsp. (86), na pod

5* http://rcin.org.pl



608 W. F IL IP O W IC Z , W . Z A G O R S K I [16]

stawie śledzenia syntezy białek fagowych po zakażeniu komórek różnymi 
zm utowanym i szczepami faga. Vinuela i wsp. wykazali, że po zakażeniu 
bakterii niesupresorowych szczepem faga m u 9 (m utacja am ber w siedem
dziesiątym  kodonie cistronu białka kapsydu) ilość zsyntetyzowanego poli- 
peptydu polim erazy jest większa niż przy zakażeniu szczepem dzikim
(119). Można to tłum aczyć represją translacji cistronu polim erazy RNA 
przez w pełni uform owane białko kapsydu, syntetyzow ane wyłącznie 
w przypadku infekcji szczepem dzikim (120).

Te doświadczenia o charakterze genetycznym  zasugerowały, że również 
in vitro  białko kapsydu może wpływać na translację fagowego RNA. Jak 
wykazali S u g i y a m a  i N a k a d a  (112) po zmieszaniu fagowego RNA 
z białkiem  kapsydu w stosunku molowym 1:10 pow staje tak  zwany kom
pleks I sedym entujący podobnie jak  natyw ne RNA. Stosunek molowy 
między RNA a białkiem  kapsydu w kom pleksie I wynosi 1:6 (111). Kom
pleks I in vitro  stym uluje wyłącznie powstawanie białka kapsydu (24, 
113). Jeśli fagowe RNA kompleksować z dużym i ilościami białka kapsydu, 
to tworzy się tak zwany kompleks II sedym entujący podobnie jak  wirion. 
Kompleks ten nie stym uluje włączania am inokwasów (111, 113). Specyfi
ka blokowania m atrycow ych własności fagowego RNA przez niskie stężenia 
białka kapsydu jest dość wysoka; białko kapsydu bowiem nie wpływa na 
translację poli U i RNA wirusa mozaiki tytoniowej (110, 111, 112). Jedno
cześnie białko kapsydu w tworzeniu kom pleksu I nie jest zastępowane 
przez inne białka zasadowe (124), a naw et przez białko kapsydu odmien
nych serologicznie fagów RNA (94). Ham owanie syntezy polim erazy RNA 
przez niskie stężenie białka fagowego związane jest z osłonięciem przez 
dodane białko fragm entu mRNA. Po ekstrakcji fenolem uformowanego 
in vitro  kom pleksu I uzyskuje się nienaruszone RNA fagowe aktyw nie 
stym ulujące syntezę wszystkich trzech białek fagowych (25).

Dalsze fakty dotyczące m echanizm u hamowania syntezy polim erazy 
RNA przez białko kapsydu przedstaw ili W a r d  i wsp. (123). W ykazali 
oni, że na początku inkubacji in vitro  w okresie najintensyw niejszej syn
tezy białka kapsydu, fagowe RNA odnajdyw ane jest w rejonie monoso- 
mów lub disomów. Później, gdy następuje aktyw na synteza polimerazy 
RNA, pojaw iają się cięższe polisomy, znakujące się radioaktyw ną histydy- 
ną. Kompleks I dodany do układu, stym ulujący wyłącznie syntezę białka 
kapsydu, bierze udział w tworzeniu jedynie lżejszych polisomów, zaw iera
jących 1—2 rybosomy.

Zdaniem Sugiyamy również in vivo  syntetyzow ane w komórce białko 
kapsydu jest m odulatorem  translacji fagowego RNA i bierze udział w tw o
rzeniu s truk tu r zbliżonych do kom pleksu I (110).

Według E g g e n  i N a t h a n s a  (25), o wiązaniu białka kapsydu w 
kom pleksie I może decydować specyficzna sekwencja fragm entu  RNA 
leżącego w okolicy isto tnej dla inicjacji syntezy polimerazy RNA lub też 
własności s truk tu ry  II-gorzędowej RNA. Za pierwszą możliwością przem a

http://rcin.org.pl



[17 ] T R A N S L A C JA  R N A  W IR U S A 6 0 9

w iają  wyniki L o d i s h a (65, 67, 72) wskazujące, że białko płaszcza wiąże 
się najprawdopodobniej z tym  samym fragm entem  cistronu polimerazy 
RNA co rybosom inicjujący translację tego cistronu. Co więcej, białko 
kapsydu ham uje inicjację polipeptydu polim erazy RNA obserwowaną w 
obecności fragm entu  RNA o stałej sedym entacji 14S (patrz str. 606), k tó re
go s tru k tu ra  II-gorzędowa powinna być inna niż nienaruszonej cząsteczki 
RNA. Próby wyizolowania fragm entu RNA wiążącego białko kapsydu nie 
zostały jednak uwieńczone powodzeniem (125).

Inny pogląd reprezentują S p a h r  i wsp. (101, 102), którzy po rozbi
ciu RNazą IV fagowego RNA na dwie części badali k inetykę wiązania 
białka kapsydu przez nieuszkodzone RNA i oba fragm enty  cząsteczki. W y
kazali oni, że krzyw a przedstawiająca zależność między ilością dodanego 
białka kapsydu a ilością tego białka wiązanego w postaci kom pleksu z na- 
tyw nym  fagowym RNA jest dwuskładnikowa. Pierw sze porcje białka w ią
zane są intensyw nie przez RNA co odpowiada tw orzeniu się kom pleksu I. 
Następne porcje wiązane są wolniej; odpowiada to pow staniu kom plek
su II.

Analiza krzyw ych wykazuje, że w obecności w m ieszaninie soli m ag
nezu stosunek molowy białka do RNA w kom pleksie I wynosi 1. Przebieg 
krzyw ych i stechiom etria w obrębie kom pleksu I są identyczne w przy
padku użycia natyw nego RNA i większego z opisanych fragm entów  cząs
teczki, zawierającego cistron polimerazy RNA. Jednakże zdaniem S p a h -  
r a i wsp. (101) o możliwości tworzenia kom pleksu decyduje nie tylko spe
cyficzna sekwencja fragm entu RNA ale i określona konform acja cząstecz
ki kwasu nukleinowego.

3. Rola dw uniciow ych form fagow ego RNA w  procesie translacji; białko kapsydu
jako represor replikacji RNA

Synteza biąłek w komórkach bakteryjnych zachodzi na niciach mRNA 
związanych z DNA w kompleksie transkrypcyjnym  (83). Podobny m e
chanizm proponowany jest w przypadku syntezy białek fagowych gdzie 
in vivo  funkcje mRNA m iałyby pełnić niesparowane fragm enty nici ( +  ) 
związane z kom pleksam i replikującym i fagowe RNA (33, 136).

Pogląd ten sugeru ją  H o t h a m - I g l e w s k i  i F r a n k l i n  (50), 
którzy dowodzą, że w polisomach izolowanych z kom órek baktery jnych  za
każonych fagiem  w ystępuje znaczna ilość opornego na RNazę dwunicio- 
wego RNA pochodzenia fagowego. Kolejne badania wykazały, że w 25 
m inut po infekcji gdy trw a jeszcze intensyw na synteza fagowego RNA, 
praw ie całość dwuniciowego RNA w ystępuje w postaci pośrednich form 
replikacyjnych odnajdyw anych przede wszystkim  w obrębie polisomów 
(49).

Analiza występowania poszczególnych form RNA w podfrakcjach ko
m órkowych wskazuje (tablica 2), że w 25 m inut po infekcji, w komórkach
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przew ażają krótkie polisomy, co jest charakterystyczne dla syntezy bia
łek fagowych. Istotnym  jest spostrzeżenie, że jednoniciowy RNA fagowy 
nie w ystępuje we frakcji polisomalnej i zlokalizowany jest przede w szyst
kim w okolicy, w której sedym entują cząstki wirusowe. Sugeruje to, że 
formy jednoniciowe powstające w komórce gospodarza, przynajm niej w 
późniejszym okresie po zakażeniu, nie biorą udziału w syntezie białek fa
gowych. Są one obudowywane białkiem  kapsydu z utw orzeniem  form zbli
żonych do kom pleksu II opisanego przez S u g i y a m ę  i wsp. (111) lub 
do dojrzałych wirionów.

Tablica 2

Występowanie form jednoniciowych i dwuniciowych fagowego RNA we frakcjach ekstraktu 
bezkomórkowego z zakażonych bakterii E. coli (wg 49)*

RNA we frakcji

Frakcja całkowita Fagowe RNA
zawartość RI RF nić ( + )

I. Najcięższe polisomy (12 rybosomów) 7,6 3,0 0,0 0,0
II. Polisomy (8—11 rybosomów) 10,6 4,0 0,0 0,0

III. Polisomy (6—7 rybosomów) 9,0 2,0 0,0 0,0
IV. Polisomy (4—5 rybosomów) 8,0 0,9 0,0 0,0
V. Polisomy (2—3 rybosomy) 15,5 1,1 0,0 0,0

VI. 845 (wirus) 4,0 0,0 0,0 0,8
VII. 70S  (rybosomy) 4,7 0,2 0,0 0,4

VIII. 50, 305 (podjednostki rybosomowe) 14,7 1,3 0,0 0,9
IX. Supernatant (275) 25,0 0,0 0,0 0,0

RI — pośrednia forma replikacyjna R N A  fa g o w eg o — form a dw uniciow a z wolnym i niesparowanym i frag
mentam i.

R F —  form a replikacyjna R N A  fagow ego —- form a dw uniciow a, w której nić ( +  ) sparowana jest na całej d łu
gości z nicią (— ).

* — w artości podane w rubrykach w yrażone są  -W % ogólnego R N A  kom órk ow ego.

W pracowni Zindera przeprowadzono badania nad udziałem  dwunicio
wych form replikacyjnych fagowego RNA w biosyntezie białka Form y 
takie, izolowane z kom órek baktery jnych  zakażonych fagiem  f2, po doda
niu do ekstraktu  bezkomórkowego stym ulow ały syntezę wyłącznie białka 
kapsydu (27). Można to tłumaczyć tym, że w om awianych form ach dw u
niciowych istnieją rozległe odcinki niesparow ane z nicią (—) odpowiada
jące leżącym od końca 5’ częściom nici ( +  ) zawierającym  cistron białka 
kapsydu. I rzeczywiście, na końcu 5’ niesparowanej nici stwierdzono w y
stępowanie tetrafosforanu guanozyny (pppGp), charakterystycznego dla 
tego końca wolnej nici ( +  ) fagowego RNA (63, 95).

W kontekście omówionych wyników zaproponowano odmienne niż do
tychczas pojmowania m echanizm u ham owania syntezy polim erazy RNA 
przez białko kapsydu. R o b e r t s o n ,  W e b s t e r  i Z i n d e r  (94) w y
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kazali, że białko płaszcza tworzy kompleks nie tylko z jednoniciową formą 
fagowego RNA, ale też i z dwuniciowymi pośrednim i form am i replikacyj- 
nym i (RI). Ten ostatni kompleks jest zapewne bardziej specyficzny, bo
wiem dwuniciowy RNA nawet w obecności nadm iaru jednoniciowego w ią
że białko kapsydu. Autorzy ci postulują, że białko płaszcza wiążąc się z 
kom pleksem  replikacyjnym , pełni funkcje już nie m odulatora translacji 
lecz represora ham ując w procesie replikacji RNA tworzenie się na m a
trycy  nici (—) fragm entu nici ( +  ) odpowiadającego cistronowi polime
razy RNA. Kompleksy replikacyjne, w obrębie których synteza tego ciis- 
stronu jest zahamowana, będą posiadać fragm enty nici ( +  ) niosące infor
m ację dotyczącą przede wszystkim syntezy białka płaszcza. Dalszym roz
winięciem tych poglądów jest praca R o b e r t s o n a  i L o d i s h a  (93), 
w której zbadano rodzaj peptydów syntetyzow anych in vitro  w obecności 
pośrednich form replikacyjnych. Okazało się, że w obecności tych form, 
inicjowana jest synteza wszystkich trzech białek fagowych, ale jedynym  
ukończonym produktem  jest białko kapsydu. W przeliczeniu na ilość RNA, 
form y replikacyjne aktyw niej inicjują syntezę białka dojrzewania i poli- 
peptydu polimerazy RNA niż norm alne jednoniciowe fagowe RNA. Można 
to tłum aczyć przyjm ując, że tworzące się w kompleksie replikacyjnym  
fragm enty  nici (+ )  m ają nie w pełni uform owaną struk tu rę  II-gorzędo- 
wą, co ułatw ia inicjację obu polipeptydów. Ponieważ poziom inicjacji syn
tezy białka dojrzewania w tych doświadczeniach był identyczny z pozio
mem jego syntezy in vivo  i około dziesięciokrotnie wyższy niż w w arun
kach in vitro  w obecności w pełni uform owanych nici ( +  ), autorzy suge
rują, że pośrednie form y replikacyjne RNA są s truk tu ram i odpowiedzial
nymi in vivo  za syntezę białka dojrzew ania i białka kapsydu.

Istnienie kompleksów między pośrednimi formami replikacyjnym i 
i białkiem  kapsydu potwierdzili K n o l l e  i H o h n  (56). W ykazali oni, 
że w wiązaniu białka kapsydu biorą udział wyłącznie fragm enty nici ( +  ) 
niesparowane z nicią (—).

Ciekawym uzupełnieniem  omawianego hipotetycznego mechanizmu 
łączącego proces translacji z procesem replikacji fagowego RNA jest wnio
sek K a e r n e r a  (54), że synteza białek fagowych w komórce gospodarza 
zależy od procesu transkrypcji fagowego RNA.

W arto też wspomnieć o doniesieniu z pracowni Franklina (116), gdzie 
po zakażeniu komórek bakteryjnych fagiem, w obecności rifam picyny ha
m ującej syntezę białek gospodarza (44) badano rodzaj białek w ystępują
cych w poszczególnych frakcjach polisomowych. Okazało się, że w każdej 
z klas polisomów występowało zarówno białko kapsydu jak  i polipeptyd 
polim erazy RNA. Autorzy omawianej pracy uważają, że polisomy biorące 
udział w syntezie białek fagowych powstają poprzez doczepianie się rybo
somów do fragm entów  nici ( +  ) tworzących w kompleksie replikacyjnym . 
Kompleks taki zawierałby aktyw ną enzymatycznie polim erazę RNA, two
rzone w jej obecności pośrednie form y replikacyjne (RI) oraz białko kap-

http://rcin.org.pl



612 W . F IL IP O W IC Z , W. Z A G O R S K I [20]

sydu, pełniące w obrębie kompleksu funkcje represorow e. Nie są to jed 
nak wnioski jednoznaczne. Na przykład, w pracow ni W eissmanna (30) 
wykazano, że dwuniciowe form y replikacyjne izolowane z zakażonych fa- 
giem komórek nie są m atrycam i in vitro  dla fagowej polim erazy RNA, 
a więc nie uczestniczą bezpośrednio w replikacji RNA. Co więcej form y 
te pojaw iają się po ekstrakcji zakażonych komórek fenolem, nie w ystępują 
zaś w nieodbiałczonych preparatach  bezkomórkowych. Sugeruje to, że nici 
( +  ) i (—) podczas replikacji nie są ze sobą ściśle sparow ane lecz oddzielo
ne białkiem, najprawdopodobniej polim erazą RNA (10). Tak więc, choć 
wiele faktów doświadczalnych sugeruje udział form  replikacyjnych w re 
gulacji syntezy białek fagowych, to jednak zastrzeżenia m etodyczne doty
czące rzeczywistego istnienia w komórce om aw ianych form RNA, nakazu
ją  ostrożność w in terp re tac ji om awianych wyników.

4. W spółzależność m iędzy transkrypcją i  translacją fagow ego RNA

Rozwój faga w komórce gospodarza związany jest z syntezą białek i fa
gowego RNA w określonych wzajem nych proporcjach. M echanizm regu
lacji obu tych procesów omówionych w niniejszym  i poprzedzającym  a r
tykule (136) został ostatnio zaproponowany przez K o l a k o f  s k y ’ e g o
i W e i s s m a n n a  (57). Autorzy ci zw racają uwagę, że nić ( +  ) fagowe
go RNA będąca m atrycą w syntezie nici (—) pełnić może jednocześnie 
funkcję mRNA w procesie translacji. Zakłada to istnienie mechanizmów 
wzajem nej kontroli między procesem transkrypcji i translacji fagowego 
RNA. Podczas gdy polim eraza RNA syntetyzując nić (—) posuwa się po 
m atrycy od końca 3’ w kierunku końca 5’ (5), to rybosom y biorące udział 
w syntezie białka, posuwają się po nici ( +  ) w kierunku odwrotnym. Tak 
więc przesuwająca się po nici ( +  ) polim eraza RNA może natknąć się na 
przeszkodę w postaci rybosomu i nie dokończyć syntezy nici (—) potrzeb
nej z kolei do syntezy potom nych nici (+ )  RNA. I rzeczywiście, w do
świadczeniach, w których do syntezy fagowego RNA użyto jako m atrycy  
kompleks utworzony z N-form ylom etionylo-tRNA, nici ( +  ) i rybosomów, 
nie obserwowano syntezy fagowego RNA. B akteryjne rybosomy w obec
ności N-form ylom etionylo-tRNA preferencyjnie tw orzą kompleks z frag
m entam i cistronu odpowiedzialnymi za syntezę białka kapsydu (72, 96, 
100). Ponieważ osłonięcie tego fragm entu RNA przez rybosom uniemożli
wia transkrypcję, muszą istnieć m echanizm y zapobiegające tem u zjawis
ku. Kolakofsky i W eissmann w ykazali dalej, że nić (+ )  po inkubacji z w y
izolowaną polim erazą RNA nie tworzy kom pleksu inicjacyjnego z rybo
somami. Znaczy to, że polim eraza RNA nie tylko wiąże się z końcem 3’ 
nici ( +  ), gdzie rozpoczyna się synteza nici kom plem entarnej, ale i jedno
cześnie osłania w środku nici ( +  ) fragm ent inicjacyjny cistronu białka 
kapsydu. Poglądy te przedstaw ia schem at 5.

Zależność między translacją i transkrypcją  fagowego RNA można za-
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tem  przedstawić następująco: synteza białek i RNA fagowego pozostają 
w stanie równowagi przy „nadm iernej” syntezie białek, powstająca 
w znacznych ilościach fagowa polim eraza RNA, blokuje doczepianie się 
rybosomów do nici ( +  ), w ycofuje ją  z układu syntezy białka i rozpoczyna 
ak tyw ną syntezę fagowego RNA. P rzy  „nadm iernej” syntezie RNA rybo
somy ponownie doczepiają się do utworzonych nici (+ ), następuje synteza 
białek fagowych, przy czym powstające białko kapsydu blokuje cistron od
powiedzialny za syntezę polim erazy RNA obniżając w ten  sposób poziom 
syntezy fagowego RNA.

Schem at 5. W ychw ytyw anie fagow ego RNA przez polim erazę RNA (wg 57). 
F ra g m e n ty  in ic ja c y jn e  c is tr o n ó w  ozn aczon o: I — b ia łk a  d o jrz e w a n ia , II — b ia łk a  k a p sy d u , III — 

p o lim e ra zy  R N A . C iem n e  k ó łk o  o zn acza  u fo rm o w a n ą  p o lim e ra zę  R N A
A. N ić  (+ )  fa g o w e g o  R N A  o ro zb u d o w a n ej str u k tu rze  I I -g o rzęd o w ej. M ie jsca  in ic ju ją c e  tra n s
la c ję  b ia łk a  A i p o lip e p ty d u  p o lim era zy  są n ie d o stęp n e . T w o rzen ie  k o m p lek su  in ic ju ją c e g o  
tr a n s la c ję  p o le g a  na d o łą c z e n iu  s ię  ry b o so m u  d o  je d y n e g o  ek sp o n o w a n e g o  m ie jsc a  in ic ja c j i —

początku genu białka kapsydu
B . R y b o so m y  p r z esu w a ją c  s ię  p o  n ic i R N A  w  k ie r u n k u  od k o ń ca  5’ d o  3’ s y n te ty z u ją  b ia łk a  
k a p sy d u , c zem u  to w a r z y sz y  r o zp lece n ie  s tr u k tu ry  II-g o rz ęd o w ej i u ja w n ie n ie  n a s tęp n eg o

m ie jsc a  in ic ja c y jn e g o  oraz sy n te z a  p o lip e p ty d u  p o lim era z y  RNA.
C. Z sy n te ty z o w a n a  p o lim e ra z a  w ią ż e  s ię  z k o ń ce m  3’ n ic i ( + )  je d n o cz e śn ie  b lo k u ją c  in ic ja c y jn y  
fr a g m e n t g e n u  b ia łk a  k a p sy d u . N a stęp n e  ry b o so m y  n ie  m ogą  ju ż  in ic jo w a ć  s y n te z y  b ia łk a

k a p sy d u , s tr u k tu ra  II-g o rzęd o w a  R N A  c zę ś c io w o  s ię  od tw arza .
D . K o le jn o  p r zesu w a ją ce  s ię  r y b o so m y  d o ch od ząc  do k o d o n u  te r m in a ln e g o  odp adają  od

n ic i R N A
E. N a u w o ln io n e j od r y b o so m ó w  n ic i R N A  a k ty w n a  p o lim e ra za  z a cz y n a  s y n te ty z o w a ć  n ić  (—)

p r zesu w a ją c  s ię  od  k o ń ca  3’ do  k o ń ca  5’

Proponowany m echanizm  pozwala zrozumieć pewne zjawiska uprzed
nio opisane w literatu rze, lecz nie znajdujące odpowiedniego w ytłum acze
nia. I tak z prac nad syntezą in vitro  infekcyjnego RNA fagowego w yni
kało, że polim eraza RNA w ybiera jako m atryce do syntezy nici (—) w y
łącznie nieuszkodzone nici ( +  ) (45). Jest to możliwe tylko w tedy, jeśli rze
czywiście miejsce przyczepu polim erazy do RNA nie ogranicza się tylko 
do fragm entu znajdującego się przy końcu 3’ nici ( +  ). Z kolei S u g i y -
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a m  a i  w s p . (114 ) u s t a l i l i ,  ż e  fa g  z  m u ta c ją  a m b e r  w  70 k o d o n ie  c is tr o n u  
b ia łk a  k a p s y d u , n ie  s y n t e t y z u j e  in vivo  7 0 -c io  a m in o k w a s o w e g o  f r a g m e n 
t y  b ia łk a  k a p s y d u , c h o ć  R N A  e k s t r a h o w a n e  z t e g o  m u ta n ta , w  u k ła d z ie  
in vitro  s t y m u lu j e  p o w s ta w a n ie  t a k ie g o  p o lip e p ty d u . P r a w d o p o d o b n ie  
tw o r z o n y  fr a g m e n t  b ia łk a  k a p s y d u  n ie  j e s t  in h ib it o r e m  s y n t e z y  p o l im e 
r a z y  R N A  i  p o w s ta ją c a  w  n a d m ia r z e  a k t y w n a  in vivo  f a g o w a  p o lim e r a z a  
R N A  u n ie m o ż l iw ia  in ic ja c ję  s y n t e z y  f r a g m e n tu  b ia łk a  k a p s y d u .

B a d a n ia  n a d  t r a n s la c ją  i  tr a n s k r y p c ją  R N A  f a g o w e g o  w y k a z a ły  w y 
r a ź n ie , ż e  e k s p r e s ja  in f o r m a c j i  g e n e ty c z n e j  z a w a r te j  w  k w a s ie  n u k le in o 
w y m  fa g a  j e s t  fu n k c ją  n ie  ty lk o  s e k w e n c j i  n u k le o t y d o w e j  te g o  k w a s u , a le  
i j e g o  s t r u k tu r y  I I -g o r z ę d o w e j . W z a je m n e  o d d z ia ły w a n ie  m ię d z y  R N A  
i b ia łk a m i fa g o w y m i,  z a le ż n e  te ż , ja k  s ię  w y d a j e ,  od  s t r u k t u r y  I I -g o r z ę d o -  
w e j  k w a s u  n u k le in o w e g o  s tw a r z a  m e c h a n iz m y  r e g u la c y j n e  d e c y d u ją c e  
o p r a w id ło w y m  p r z e b ie g u  c y k lu  ż y c io w e g o  fa g a  w  k o m ó r c e . J e s t  o c z y 
w iś c ie  d y s k u s y j n e ,  c z y  d o s tr z e ż o n e  z a le ż n o ś c i  m ię d z y  fu n k c ją  m R N A  a  j e 
g o  s t r u k tu r ą  I l -g o r z ę d o w ą  m a ją  c h a r a k te r  o g ó ln y , c z y  te ż  d o ty c z ą  w y łą c z 
n ie  t r a n s la c j i  R N A  p o c h o d z ą c e g o  z  o m a w ia n e j  g r u p y  b a k te r io fa g ó w .
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