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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwojng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w peinym brzmieniu) i nazwiska
autoréw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w tekécie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty — arabskg. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskag w nawia-
sie —numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w tek$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

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

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

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dolgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisac
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,gére” i ,,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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Post. Blochem. 18, 539—551 (1972).

HANNA RYBICKA *

Purynowe prekursory kwasow nukleinowych
w roslinach nasiennych

Purine Precursors of Ribonucleic Acids in Higher Plants

The distribution of free purines, their nucleosides and nucleotides in higher
plants (Spermatophyta) are reviewed. Changes in nucleoside and nucleotide pattern
of different plants during some physiological processes are discussed.

Badania pochodnych purynowych frakcji kwaso-rozpuszczalnej w ro-
$linach wyzszych prowadzone sg ostatnio z coraz wiekszg intensywnoscia.
W podanym w tym przegladzie spisie publikacji 11 pozycji ukazato sie
w okresie 1965—1967 r., natomiast w latach 1968— 1970 dwukrotnie wie-
cej. Autorzy tych prac zajmuja sie wystepowaniem i zawartoscia poszcze-
golnych zwigzkow purynowych w réznych roslinach: w czesciach nadziem-
nych, korzeniach, nasionach oraz w poszczeg6lnych tkankach. W ostatnich
latach zwrécono réwniez uwage na zmiany zawarto$ci pochodnych pury-
nowych podczas réznych procesow fizjologicznych, jak dojrzewanie i kiet-
kowanie nasion oraz wzrost i rozw6j innych czesci roslin.

Zwrocenie wiekszej uwagi na zwigzki purynowe frakcji kwaso-roz-
puszczalnej wigze sie z rozwojem badan nad kwasami nukleinowymi
w roé$linach. Pochodne purynowe sg bowiem produktami posrednimi za-
rowno w syntezie jak i degradacji polinukleotydéw. Pula zwigzkéw pury-
nowych w roslinie i zmiany jej wielkosci moga wskazywaé¢ na intensyw-
nos$¢ i kierunek przemian w roslinie podczas procesOw wzrostu i rozwoju,
a takze na mozliwos$¢ syntezy kwasow nukleinowych na drodze reutylizacji
produktow degradacji. Taka synteza w roélinie miataby fizjologicznie duze
znaczenie, zwlaszcza w niektérych okresach, jak np. kietkowania nasion.
Stanowi bowiem mozliwo$¢ tatwego uruchomienia rezerw w okresie wzmo-
zonej syntezy nowych zwigzkéw, gdy mitoda roslina w zasadzie nie po-
biera jeszcze sktadnikéw ze Srodowiska.

Z uwagi na to, ze przeglad jest poswiecony prekursorom kwasow nu-
kleinowych, nie sg uwzglednione takie zwiazki jak np. NAD, kininy czy
alkaloidy purynowe.

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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I. Wystepowanie pochodnych purynowych w roslinach nasiennych

W tablicy 1 zebrano informacje o wykrytych w rodlinach wyzszych
prekursorach purynowych, a w tablicy 2 wazniejsze dane o ich zawartosci.
W badaniach zwigzkéw purynowych frakcji kwaso-rozpuszczalnej stoso-
wano rézne metody ekstrakcji z r6znorodnego materiatu roslinnego oraz
rézne sposoby oczyszczania i izolowania poszczegdlnych pochodnych.
Z uwagi na duzg réznorodno$¢ zaréwno badanego materiatu jak i stoso-
wanych metod zestawienie i pordwnanie wynikow jest dyskusyjne. Wy-
dawata sie jednak celowa préba dokonania przegladu danych o wystepo-
waniu i zawarto$ci pochodnych purynowych w roslinach wyzszych.

Tablica 1

Wystepowanie purynowych prekursoréw kwaséw nukleinowych w roslinach nasiennych

Roslina 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 10, 40
Nukleozydy
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, 29, 40, 41, 42, 46
inozyna, ksantozyna
kukurydza (Zea mays L.) adenozyna 10, 40
Nukleotydy
Rodz. Sosnowate (Pinaceae)
modrzew (Larix decidua Mill.) AMP, ADP, ATP, GMP, 23 (patrz tabl. 2)
GDP, GTP
sosna (Pinus silvestris L.) ATP 7
Swierk (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. Rézowate (Rosaceae)
truskawka ADP, ATP, GDP, GTP 31 (patrz tabl. 2)

Rodz. Motylkowate (Papiliona-
ceae)
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d.c. tablicy 1
béb (Vicia faba L.) AMP, ADP, ATP, GMP, 12
GTP
groch (Pisum sativum L.) AMP, ADP, ATP, GMP, 15, 17 (patrz tabl. 4),
IMP 30 (patrz tabl. 2),
45, 49
fasola (Phaseolus L.) AMP, ADP, ATP, GMP, 3, 4, 18 (patrz tabl.
GDP, GTP 2), 24, A7 (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. Slazowate (Malvaceae)
bawetna (Gossypium arboreum) AMP, ADP, ATP 27
Rodz. Klonowate (Aceraceae)
jawor (Acer pseudoplatanus L.), AMP, ADP, ATP, GMP, 19 (patrz tabl. 7)
GTP
Rodz. Baldaszkowate (Umbel-
liferae)
marchew ATP 5
Rodz. Psiankowate (Solanaceae)
ziemniaki {Solarium tuberosum) AMP, ADP, ATP, GDP, n
GTP
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
jeczmien AMP, ADP, ATP, GDP, 9 (patrz tabl. 2)
GTP
kukurydza (Zea mays L.) AMP, ADP, ATP, GMP, 10, 21, 22, 24, 40
GDP, GTP, IMP
ryz AMP, ADP, ATP, GTP 37

Dane w tablicy 1 zestawiono w ujeciu systematyki botanicznej. Przy
takim przedstawieniu materiatu uderza bardzo mata ilo$¢ prac poswieco-
nych zasadom purynowym: dotychczas opublikowane dane dotyczg tylko
rodziny traw. Nieco wiecej uwagi poswiecono nukleozydom, badanym
rowniez w rodzinie motylkowatych. Najczesciej przedmiotem badan byty
nukleotydy, ktore identyfikowano w roslinach z 11 rodzin gromad nago-
i okrytonasiennych. W literaturze brak jest danych o wystepowaniu de-
zoksypochodnych purynowych w roslinach.

Najczesciej badano roS$liny zielne, znacznie rzadziej drzewiaste. Nie
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zajmowano sie np. drzewami owocowymi z rodziny rézowatych. Nie po-
Swiecono takze uwagi roslinom zielarskim, ktore charakteryzujg sie in-
tensywng syntezg pewnych zwigzkéw np. alkaloidéw, terpenéw, glikozy-
déw i innych.

Badane byty gtownie czesci nadziemne roslin. Znacznie mniej uwagi
poswiecono korzeniom i nasionom. Sporadycznie tylko zajmowano sie po-
szczegOlnymi tkankami, jak na przykiad kambium, ksylem czy bielmo.

Z badan nad zawarto$cig nukleotydéw purynowych (tablica 2) wynika,
ze nukleotydy adeninowe wystepujg w roslinach w duzo wiekszej ilosci
niz guaninowe. Nukleotydy adeninowe dominuja wyraznie w kazdej ana-
lizowanej roslinie, niezaleznie od tego, do jakiej rodziny ona nalezy i jaka
jej czes¢ wybrano do analiz.

Tablica 2
Zawarto$¢ nukleotydéw purynowych w niektérych roélinach nasiennych
Nukleotydy w nanomolach/1 g $wiezej masy Pozycja
Roslina litera-
AMP  ADP  ATP  GMP GDP  GTP
Modrzew (tkanki kambialne) 25,0 4.7 2,7 3,9 1,7 0,8 23
Modrzew (tkanki miodego
ksylemu) 34 04 23
Burak cukrowy (liscie) 8,8 15,3 26,5 38
Truskawka (liscie) 59,0 98,0 11,0 14,4 31
Groch (korzenie) 8,7 23,7 88,1 30
Fasola (korzenie) 15,0 22,0 110,0 10,0 14,0 47
Fasola (liscie) 30,0 60,0 280,0 0 40,0 47
Fasola (liscie) 12,0 18,0 69,0 7,0 8,0 18
Pomidor (zielone owoce) 2,7 3,2 2,2 0,9 0,8 20
Owies (cze$ci nadziemne) 35,0 47,0 76,0 7,0 8,0 9
Jeczmien (czeéci nadziemne) 33,0 43,0 40,0 8,0 7,0 9
Pszenica (czesci nadziemne) 35,0 49,0 72,0 14,0 15,0 8
Pszenica (liscie) 31,0 53,0 58,0 12

Brak jest istotnych réznic w skiadzie nukleotydéw w roslinach nale-
zacych do rozmaitych, nawet odlegtych od siebie, grup botanicznych.
Sposréd roslin charakteryzujacych sie gromadzeniem duzych ilosci roz-
nych substancji zapasowych badano: burak cukrowy, ktéry zawiera duze
ilosci sacharozy, rosliny z rodziny motylkowatych, zyjace w symbiozie
z bakteriami Rhizobium i zawierajgce duzo biatka w nasionach, a takze
rosliny z rodziny traw, odktadajgce w ziarnach skrobie. Nie ma jednak
istotnych roznic w sktadzie nukleotydow purynowych tych roslin.

W czeSciach asymilujgcycb roslin (liscie, czeSci nadziemne) wykrywa-
no najwiecej ATP, znacznie mniej ADP, a najmniej AMP. Mniej badane
byty nukleotydy guaninowe, ale takze znajdowano wiecej GTP od GDP
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czy GMP. Tylko zielone owoce pomidora charakteryzowaty sie niemal
jednakowga zawarto$cig mono-, dwu- i tréjfosforanéw nukleozydéw, przy
czym zawarto$¢ tych wszystkich nukleotydow byta bardzo niska w poréw-
naniu do innych organdéw asymilujacych w innych roslinach.

@) ile w analizach czesci asymilujgcych roslin zaobserwowano przewage
tréjfosforanéw nad monofosforanami nukleozydéw, to zupeinie inaczej
ksztattuja sie te stosunki w tkance twoérczej. Wedtug badan Cumming
(23), pobrane w okresie wiosennym tkanki kambialne modrzewia zawie-
rajg 10-krotnie wiecej AMP niz ATP i 5-krotnie wiecej GMP niz GTP.
Ta r6znica miedzy tkankami twdérczymi a asymilujacymi jest uderzajaca.

Korzenie badano tylko u ro$lin z rodziny motylkowatych. Wykryto,
podobnie jak w czesciach asymilujacych, wiecej ADP niz AMP, a kilka-
krotnie wiecej ATP niz kazdego z pozostatych nukleotydow.

Dane dotyczace nasion podane zostang w nastepnej czesci przegladu.

Jak wynika z przedstawionych danych, w badanych roslinach znajdo-
wano pochodne adeniny (zasade, nukleozyd, a najczesciej nukleotydy).
O pochodnych guaniny jest mniej informacji, a tylko sporadycznie dono-
szono o wystepowaniu pochodnych hipoksantyny.

W roslinach znajdowano takze zwigzki nukleotydéw z cukrami, majace
zasadnicze znaczenie w biosyntezie weglowodandéw. Wykryto je u mo-
drzewia w tkankach kambialnych, gdzie moga bra¢ udziat w budowie
pierwotnej $ciany komdrkowej oraz w miodych komoérkach ksylemu,
w ktdrych mogtyby petni¢ role przy budowie wtdrnej $ciany komdrko-
wej (23). llosci ich w tych tkankach sg mate: w 1 gramie Swiezej masy
znaleziono 3—4 nanomole ADP-cukréw i 1—3 nanomole GDP-cukréw.
Liscie truskawki w 1 gramie Swiezej masy zawieraty 1,5 nanomoli GDP-
cukrow. Skiadnik cukrowy w tych nukleotydach stanowity: D-ksyloza,
D-mannoza, D-glukoza i D-galaktoza (31, 48), a w modrzewiu ponadto
jeszcze fruktoza.

Il. Zmiany zawartosci pochodnych purynowych w roslinach nasiennych
podczas niektérych procesoéw fizjologicznych

Zmiany zawartosci pochodnych purynowych obserwowano podczas
niektérych proceséw fizjologicznych roslin: dojrzewania i kietkowania
nasion, dojrzewania i starzenia sie ro$lin, zazielenienia etiolowanych
lisci.

1. Dojrzewanie i kietkowanie nasion

Badania wykazaty znaczne zmiany zawarto$ci nukleotydéw puryno-
wych podczas proces6w tworzenia sie nasion oraz ich imbibicji i kietko-
wania.
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Dojrzewanie ziaren pszenicy charakteryzuje podwojenie zawartosci
AMP, brak zmian ADP i dwukrotny spadek zawartosci ATP (tablica 3).
W 12 i 32 dni po kwitnieniu w ziarnach wykrywano najwieksze ilosci
ATP, znacznie mniejsze ADP czy AMP. W pierwszym okresie zawarto$¢
ATP w nasionach byta nawet 20-krotnie wieksza od zawartosci AMP,
w drugim tylko 4-krotnie (32).

Tablica 3

Zmiany zawartosci nukleotydéw purynowych podczas dojrzewania nasion

Pszenica wg Jennera Sojawg Galitza i Howella (28)
(32
Dni po kwitnieniu Waga jednego nasiona w mg
12 32 31,0 70,8 1433 155,5

Nukleotydy w nanomolach/

e . w nanomolach/g suchej masy nasion
g $wiezej masy nasion

AMP 15—17 29—32 220 140 120 290
ADP 72—74 62—66 $lad 40 60 40
ATP 304—312 122—150 0 $lad 120 110
GMP 350 20 10 40
GDP $lad 30 10 0

Dojrzewanie nasion soi charakteryzowato zwiekszenie sie zawartosci
ADP i pojawienie sie ATP. W miare zwiekszania sie masy nasiona za-
wartos¢ AMP poczatkowo zmniejszata sig, a nastepnie wzrastata znacznie
powyzej poczatkowej iloSci. Poczgtkowo sposréd nukleotydéw adenino-
wych ilos¢ AMP byta najwieksza, p6zniej rowna ATP, a dwukrotnie wyz-
sza od ADP. W koncowym okresie w nasionach wystepowato ponad dwu-
krotnie wiecej AMP niz ATP i kilkakrotnie mniej ADP niz AMP. Zawar-
tos¢ nukleotydéw guaninowych wykazywata podczas dojrzewania nasion
soi duze zmiany: prawie dziesieciokrotny spadek ilosci GMP oraz powsta-
wanie i zanikanie GDP (28).

W zestawieniu tym uderzajag duze zmiany w zawartosci pochodnych
purynowych podczas tworzenia sie¢ nasion. Wspdlnym zjawiskiem dla obu
roélin jest zwiekszenie zawarto$ci AMP. Nalezy tu wysungé zastrzezenie,
ze obiekty badane sg mato porownywalne, gdyz analizowane byty nasio-
na o wysokiej zawartosci skrobi i nasiona o wysokiej zawartosci biatka
i nie wiadomo czy badania rozpoczeto w okresie jednakowej dojrzatosci
nasion.

W dojrzatych nasionach innych roslin takze przewaza AMP nad ADP
i ATP. W 1 gramie suchej masy nasion leszczyny wykryto 215 nanomoli
AMP, a tylko 12 nanomoli ADP i 3 nanomole ATP (14). W dojrzatych na-
sionach grochu znaleziono dwukrotnie wiecej AMP niz ADP, a 6-krotnie
wiecej niz ATP (tablica 4). Sadzi¢ wiec nalezy, ze w dojrzatych nasionach
zawarto$¢ AMP znacznie przewaza nad zawartoScig ATP.
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W dojrzatych nasionach grochu wykryto (17) takze GMP i IMP jednak
w ilosciach znikomych w poréwnaniu z nukleotydami adeninbwymi oraz
stosunkowo duzo nukleozydéw purynowych. Podczas pierwszych dwéch
dni kietkowania nasion grochu zwieksza sie ilos¢ ksantozyny i ATP, znacz-
nie spada zawarto$¢ adenozyny, ADP i IMP oraz siedmiokrotnie zmniej-
sza sie zawarto$¢ AMP. Powstawanie ksantozyny S$wiadczytoby o zacho-
dzgcych podczas kietkowania procesach dezaminacji. llo§¢ guanozyny
i GMP pozostaje bez zmiany. Zwiekszenie zawartosci ATP, a zmniejsze-
nie AMP obserwowano takze podczas kietkowania leszczyny (14).

Tablica 4

Zmiany zawartosci nukleozydéw i nukleotydéw purynowych
podczas kietkowania nasion grochu wg Browna (17)
Nasiona grochu
Czas imbibicji w godz
0 16 40

Nukleozydy i nukleotydy w nanomolach/l 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 1
IMP 15 15 8

* Prébki nasion wazono przed imbibicja

Zmiany ilosci zwigzkéw adeniny i zwigzkéw guaniny we frakcji kwa-
so-rozpuszczalnej podczas kietkowania ziaren pszenicy badat Keys (35)
(tablica 5). Oddzielnie analizowany byt zarodek (cze$¢ rosliny o silnych
podziatach komorkowych) oraz endosperma (tkanka zapasowa). Po 4-dnio-
wym okresie kietkowania wzrosta prawie 20-krotnie zawarto$¢ zwigzkow
adeniny i guaniny we frakcji kwaso-rozpuszczalnej zarodka. W bielmie
natomiast po okresie parokrotnego zwiekszenia ilosci tych zwiazkéw
obserwuje sie spadek ich zawartosci. We frakcji kwaso-rozpuszczalnej
znajdowano 2—3-krotnie wiecej zwigzkdéw adeniny niz guaniny. Na pro-
ces nagromadzania zwigzkéw adeniny i guaniny we frakcji kwaso-roz-
puszczalnej ma wptyw temperatura, w ktorej kietkuje roslina (36). Po
czterech dniach kietkowania w temp. 25°C w 1 gramie suchej masy zarod-
kéw znaleziono po hydrolizie frakcji kwaso-rozpuszczalnej 2,4”“mola ade-
niny i 0,7(Limola guaniny, ale w temp. 2°—5°C iloSci te byty dwu-trzykrot-
nie nizsze.
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Obserwowany wzrost zawarto$ci zwigzkéw adeniny i zwigzkdéw guani-
ny we frakcji kwaso-rozpuszczalnej zarodka podczas kietkowania nasuwa
pytanie czy zjawisko to jest wynikiem syntezy de novo pierScienia pury-
nowego, czy degradacji kwasow nukleinowych i gromadzenia pewnej puli
pochodnych purynowych do syntezy nowych kwaséw nukleinowych w ro-
sngcej miodej roslinie. Price i Murray (39) badali przemiany

Tablica 5

Zmiany zawartosci zwigzkow adeniny i guaniny frakcji kwasorozpuszczalnej podczas kietkowania
pszenicy wg Keysa (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 34 65 144 251 1,7 45 41 54 4,4
Guanina 04 1,0 1,9 45 7,7 0,9 1,2 14 2,8 19

* Po hydrolizie zwigzkéw frakcji kwaso-rozpuszczalnej

8-UC-adeniny w zarodkach pszenicy. Stwierdzili oni wzrost radioaktyw-
nosci frakcji nierozpuszczalnej w kwasie z korzenia i lisci w okresie inku-
bacji zarodkow. Autorzy ci wykryli, ze wzrasta kilkadziesiagt razy aktyw-
nos¢ 3'-nukleotydazy, a aktywno$¢ enzyméw hydrolizujgcych AMP i IMP
nieznacznie. Parokrotnie zwieksza sie aktywnos$¢ fosforybozylotransferaz
adeniny i hipoksantyny. Dane te wskazywatyby na mozliwos$¢ reutylizacji
zwigzkow purynowych, powstajgcych z degradacji kwasow nukleinowych
kietkujacego ziarna, w procesie syntezy nowych kwaséw nukleinowych
miodej rosliny. Przeksztatcenie w nasionach leszczyny 8-MC-adeniny pra-
wie catkowicie w adenozyne, AMP i ADP (13) rowniez nasuwa przypusz-
czenie o mozliwos$ci dalszego zuzywania tych zwigzkow w procesach ana-
bolicznych.

2. Dojrzewanie i starzenie sie roslin

Zmiany zawarto$ci nukleotydéw purynowych podczas proceséw doj-
rzewania i starzenia sie pierwszych lisci fasoli badali Weinstein
i wsp. (52) (tablica 6). Liscie zawierajg znacznie wiecej nukleotydow ade-
niny niz guaniny. Zawarto$¢ nukleotydéw obu puryn maleje parokrotnie
w czasie dojrzewania i starzenia sie lisci. W badanych okresach wzrostu
i rozwoju lisci ilos¢ ATP przewyzsza ADP, a takze parokrotnie — AMP.
Podobnie wykrywano wieksze ilosci GTP niz GDP. W liSciach zawartos$¢
tréjfosfonukleozydéw przewaza zatem nad mono- i dwufosfonukleozydami.
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Podobne zmiany zawarto$ci nukleotyddéw adeninowych i guaninowych
obserwowali Brown i Short (19) w hodowli zawiesiny komorek ja-
wora (tablica 7). Nukleotydy adeninowe wystepujag w wiekszej ilosci niz
guaninowe. Zawarto$¢ ich wzrasta parokrotnie w czasie intensywnych po-

Tablica 6

Zmiany zawartos$ci nukleotydéw purynowych podczas starzenia
sie lisci fasoli wg Weinsteina i wsp. (52)
Liscie
miode dojrzate starzejace sie

Nukleotydy w nanomolach/l g $wiezej 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

dziatbw komdrek (od 6smego dnia hodowli), ale w dojrzatych komérkach
(21-szy dzien hodowli) spada. We wszystkich okresach hodowli wykrywa-
no wieksze ilosci ATP niz AMP czy ADP oraz wigksze ilosci GMP niz GTP.

Tablica 7

Zmiany zawartoséci nukleotydéw purynowych w zawiesinie komdérek jawora
wg Browna i Shorta (19)

Dni hodowli
0 4 8 21
Nukleotydy w [xmolach/109 komorek

AMP 0,5 3,4 3,4 0,4
ADP 0,7 2.1 28 0,7
ATP 2,9 11,3 81 2,8
GMP 1,3 4,1 2,8 13
GTP 0,3 1,4 05 0,3

WyraZzne obnizenie zawartosci nukleotydéow podczas dojrzewania za-
wiesiny komdrek jawora i lisci fasoli moze by¢ wynikiem badZz proceséw
degradacji, badz zuzycia do syntezy kwasow nukleinowych, czy wreszcie,
w przypadku lisci fasoli, przemieszczenia do innych tkanek. Mozna sie
spodziewac, ze w okresie intensywnych podziatdw komorek i ich wzrostu
prekursory purynowe sg raczej zuzywane do syntezy kwasdw nukleino-
wych. Za takim przypuszczeniem przemawiatyby dwa fakty. Po pierwsze
zawiesina komorek jawora przeksztatca 8-uC-adenine w pochodne adeni-
nowe (25), gtéwnie ADP i ATP, oraz pochodne hipoksantyny i guaniny,
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natomiast nie zauwazono wydzielania jakichkolwiek radioaktywnych pro-
duktéw degradacji do $Srodowiska. Po drugie w tkankach ksylemu mo-
drzewia znaleziono, pomimo doktadnych badan (23), AMP i GMP oraz
ADP- i GDP- cukry tylko w niewielkich ilosciach. Mogtyby to by¢ przy
tym nie transportowane a wiasne zwigzki miodej tkanki.

Omoéwione dane wskazywalyby na mozliwos¢ wykorzystania puryno-
wych nukleotydéw do syntezy kwasdw nukleinowych. Ze zmniejszenia ich
puli w roslinach w miare dojrzewania tkanek moznaby wnosi¢, ze sg one
syntetyzowane z coraz mniejszg intensywnoscia.

3. Zazielenianie etiolowanych lisci

Zmiany nukleotydéw podczas zazieleniania etiolowanych roslin fasoli
badali Wallis i Bradbeer (51) (tablica 8). Etiolowane liscie za-
wierajg niewielkie ilosci AMP i ATP i jeszcze mniejsze GMP i GDP.
W czasie ciggtego osSwietlenia zawarto$¢ poszczeg6lnych nukleotydéw pu-
rynowych wzrasta parokrotnie, przy czym ilos¢ AMP przewyzsza ATP,
a GDP — GMP. Poza AMP i ATP w lisciach wystepujg inne zwigzki ade-
niny, ktorych zawarto$¢ podczas oswietlania wzrasta, natomiast nie ma
innych pochodnych guaniny poza GMP i GDP. Swiadczy o tym poréwna-
nie ilosci adeniny i guaniny odpowiadajgcych zawartosci tych nukleotyddéw
z iloSciami adeniny i guaniny oznaczonymi po hydrolizie frakcji kwa-
so-rozpuszczalnej.

Tablica 8

Zmiany zawartosci pochodnych purynowych podczas zazieleniania lisci etiolowanych 14-to
dniowych roélin fasoli wg Wallisa i Bradbeera (51)

Czas oswietlania w godzinach
0 10 15 20 25 45

Pochodne purynowe w nanomolach/lis¢

AMP 33 48 5,2 6,8 10,4 9,6
ATP 2,7 44 2,6 5,6 8,6 51
GMP 0,9 0,8 0,8 1,0 0,8 14
GDP 0,9 0,7 1,4 24 11 2,7
Zwigzki adeniny we frakcji

kwasorozp. 111 17,4 14,7 20,9 314 32,0
Zwigzki guaniny we frakcji

kwasorozp. 18 15 2,2 3,4 1,9 4,1

W zestawieniu wynikéw badan pochodnych purynowych w roslinach
nasiennych mozna zaobserwowaé pewne prawidtowosci wystepowania
i przemian tych zwigzkow. Jednak duze trudnos$ci w interpretacji uzyska-
nych danych sprawia przypadkowy dobdr badanego materiatu, dokonywa-



[11] PURYNOWE PREKURSORY RNA ROSLIN 549

ny przez kazdego z autoréw wedtug witasnych kryteriow i stosowanie od-
miennych metod analitycznych.

W badanych przedstawicielach roslin nasiennych, gtéwnie z gromady
okrytonasiennych, najliczniej wystepowaty pochodne adeniny, rzadziej
guaniny, a tylko sporadycznie hipoksantyny. Najczesciej znajdowano nu-
kleotydy tych puryn. Kwas inozynowy wykryto tylko u przedstawicieli
dwu rodzin. Biorgc pod uwage fakt, ze kwas inozynowy jest kluczowym
zwigzkiem w biosyntezie puryn u bakterii i zwierzat, nalezy sadzi¢, iz
zwigzek ten tworzony jest takze we wszystkich roslinach, ale szybko zo-
staje przeksztatlcony w inne pochodne. Duza role w badaniach syntezy
i przemian pochodnych purynowych odegrajg prawdopodobnie w przy-
sztosci kultury komérek i tkanek roslin oraz hodowle organéw roslin. Do-
tychczas badano zmiany nukleotydéw purynowych tylko w zawiesinie ko-
madrek jawora.

Z przedstawionych danych wynika, ze mtode tkanki i organy roslinne
zawierajg wiecej nukleotydéw niz starsze o zmniejszonej aktywnosci me-
tabolicznej. Zawarto$¢ nukleotydow ulega zmianie podczas proceséw
wzrostu i rozwoju roslin. Wzrasta np. zawartos¢ AMP podczas dojrzewania
nasion, zazieleniania etiolowanych lisci i w poczgtkowym okresie hodowli
komdrek, a ulega spadkowi podczas kietkowania nasion, starzenia sie lisci
oraz w poOzniejszym okresie hodowli komorek. Podobnie wzrost zawar-
tosci ATP zauwazono w Kkietkujgcych nasionach, w zazieleniajgcych sie
etiolowanych lisciach i w poczatkowym okresie hodowli komérek, nato-
miast spadek w starzejacych sie lisciach i pédzniejszym okresie hodowli ko-
morek.

Brak jest danych o transporcie pochodnych purynowych w uktadach
tkanek przewodzacych roslin.

Niewiele takze wiadomo o przemianach pochodnych purynowych
w ro$linach nasiennych, jakkolwiek jest to zagadnienie o znaczeniu nie
tylko teoretycznym ale i praktycznym. Do tej grupy roslin nalezg bowiem
gtownie rosliny uprawne i sprawg bardzo istotng sg informacje o meta-
bolizmie prekursoréw kwasoéw nukleinowych. Poniewaz w ostatnich la-
tach badania prekursorow kwaséw nukleinowych sg nie tylko kontynuo-
wane, ale i rozszerzane, mozna sie spodziewac, ze zagadnienie przemian
pochodnych purynowych, i ich utylizacji do syntezy kwaséw nukleino-
wych zostanie w znacznej mierze wyjasnione.
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TOMASZ GOLASZEWSKI * JAN W. SZARKOWSKI **

Badania nad syntezg rybosomowych kwasow rybonukleinowych

Studies on the Ribosomal Ribonucleic Acids Synthesis

The literature data on rRNA synthesis are reviewed.

Synteza rybosomowych kwaséw rybonukleinowych (rRNA), stanowig-
cych pokazng cze$¢ RNA komorki, jest poczatkowym etapem biogenezy
rybosoméw. Badania nad syntezg rRNA, rozpoczete w latach sze$édziesig-
tych, doprowadzity do wyizolowania gendw strukturalnych — cistronéw
rRNA — kierujgcych tym procesem (8, 15). Badania te dotyczg miejsca
syntezy rRNA w komorce, a takze obejmujg charakterystyke kwasu dezo-
ksyrybonukleinowego stanowigcego matryce dla rRNA i produktow jego
transkrypcji — poszczegdlnych klas rRNA.

O ile u prokariontéw wystepuje jedna pula rRNA, to u organizmoéw
wyzszych synteza rRNA zachodzi w poszczegblnych organellach komérko-
wych: jadrze, plastydach i mitochondriach. W zwigzku z tym badania pro-
wadzone na organizmach eukariotycznych majg rowniez na celu poznanie
wspotzaleznosci miedzy genami kodujacymi rRNA w poszczeg6lnych prze-
dziatach metabolicznych komaérki.

Znanych jest kilka klas rRNA o odmiennych wartoSciach statych se-
dymentacji (S). W komérkach organizmow eukariotycznych rybosomy cy-
toplazmatyczne (pozaorganellowe) o statej sedymentacji 80S zawierajg
jedng czasteczke 25—28S rRNA (o masie czasteczkowej 1,3—1,75X10® dal-
tondw) i jedng — 18S rRNA (0,7X108daltonéw). U prokariontéw (bakterie
i sinice) w rybosomach 70S wystepuja 23S rRNA (1,1 X106 daltonoéw)
i 16S rRNA (0,56X10® daltonéw). Plastydialne i mitochondrialne rybo-
somy 70S u ro$lin zawierajg rRNA przypominajgce wielkoscig rRNA bak-
terii. Mitochondrialne rRNA u zwierzat charakteryzujg sie masg czastecz-
kowg 3,5X105daltonéw i 55 X105daltonéw (70).

Znane sg rowniez niskospolimeryzowane rRNA: 55 rRNA wystepujacy
w rybosomach 70S i 80S oraz niedawno odkryty 5,8S— 7S rRNA wy-
stepujacy jedynie w 80S rybosomach (54, 55). Ich masa czgsteczkowa wy-
nosi od 3X104—5X104 daltonéw (54). Wystepuja one w rybosomach
w réwnoczasteczkowych ilosciach z wysokospolimeryzowanymi rRNA.

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
** Prof. dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

2 Postepy Biochemii
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Précz wymienionych tu klas rRNA, ktére okresla sie mianem dojrza-
tych rRNA, u eukariontéw wystepuje wysokospolimeryzowany prekurso-
rowy rRNA o statych sedymentacji 38—45S u réznych organizmow (lite-
ratura— patrz 59) oraz produkty posrednie jego rozpadu, na przyktad
rRNA o stalej sedymentacji 32S (87). Losy metaboliczne prekursorowego
rRNA sg przedmiotem intensywnych badan (51, 57, 72, 73, 86, 87, 92).

Miejsce genetyczne odpowiedzialne za synteze rRNA

Stent i Brenner (82 ustalili, ze w genomie pateczki okreznicy
(Escherichia coli) istnieje okreslone miejsce genetyczne (RC) kontrolujgce
synteze rRNA. PdZniejsze badania (1) pozwolity na lokalizacje (zmapowa-
nie) miejsca RC na bakteryjnym chromosomie (genomie). Dzieki wprowa-
dzeniu przez Gillespie’ego i Spiegelmanna (33) techniki
sztucznej hybrydyzacji tancuchéw RNA i DNA i zastosowaniu jej do badan
nad rRNA stwierdzono (95, 96), ze DNA komorek E. coli zawiera pewne
odcinki komplementarne — w sensie reguty Chargaffa — dla homologicz-
nych (pochodzacych z tego samego zrodta) rRNA. Cho¢ niejasna byta re-
lacja tych odcinkéw nukleotydowych DNA z postulowanym przez Sten-
ta i Brennera (82) miejscem genetycznym RC, sugerowano, ze sg one
cistronomi rRNA (95). Yankofsky i Spiegelmann (96) stwier-
dzili nastepnie, ze u Bacterium megaterium wystepujg dwa typy cistro-
now: dla 16S i dla 23S rRNA. Wynikato to z obserwacji, ze 16S i 23S rRNA
nie wspotzawodniczyty w tescie hybrydyzacji o to samo miejsce na nici
DNA.

W komorce eukariontdw procesami syntezy rRNA kieruje chromatyna
zwigzana z jaderkiem, tzw. organizator jgderka czyli chromatyna jader-
kotworcza (2, 19, 36, 46, 49, 58, 79, 88), ktdra jest odpowiedzialna zarazem
za rozw0j tej organelli. Jest to okre$lony segment DNA na jednym z chro-
mosoméw (2, 79, 88). Przekonujgcym dowodem udziatu chromatyny jader-
kotwdrczej w procesie transkrypcji rRNA byta obserwacja Browna
i Gurdona (12) ustalajgca scistg zalezno$¢ rozwoju jaderka i biogenezy
rybosomow u letalnego mutanta ropuchy platafma (Xenopus laevis). Wraz
z zahamowaniem procesu rozwoju jaderek — wskutek braku lub niewtas-
ciwego dziatania organizatora jaderkowego u tego mutanta — wstrzymany
jest jednoczesnie rozwdj rybosomow.

Juz z wcze$niejszych prac Edstroma i Beermanna (27) oraz
Edstréma i Galla (28) wiadomo byto, ze sktad nukleotydowy jader-
kowego RNA ze Slinianek Chironomus i oocytow traszki jest odmienny
od RNA syntetyzowanego w innych strukturach jadra. RNA jaderkowy,
mianowicie, charakteryzuje sie wysoka zawarto$cig guaniny i cytozyny
(G+ C), w czym przypomina rRNA z rybosomdw cytoplazmatycznych.

Potwierdzeniem tych obserwacji byly wyniki uzyskane przez Liau
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i wsp. (45). Autorzy ci stwierdzili, ze w zaleznosci od stezenia biatek his-
tonowych w jaderku komorek puchliny Novikoffa zmienia sie skiad nu-
kleotydowy RNA syntetyzowanego w tej organelli in vitro. Przy fizjolo-
gicznym stezeniu histonéw powstaje RNA zblizony sktadem do rRNA. Nie-
dawno stwierdzono (41), ze w jaderku wystepuje specyficzna polimeraza
rRNA.

Przyjmuje sie dzisiaj, ze jaderko nie tylko jest miejscem syntezy pre-
kursoréwego rRNA, lecz rowniez aktywnie uczestniczy w procesach jego
dojrzewania: metylacji czgsteczek i ich hydrolitycznego rozpadu przy
udziale wysoce specyficznych rybonukleaz (por. 36, 51, 87).

Pierwotnym produktem transkrypcji genow rRNA u eukariontdw jest
wspomniany juz prekursorowy rRNA, o staltych sedymentacji 385—45S
i masie czasteczkowej od 2,7X10® daltondéw (u roslin i nizszych kregow-
cow) do okoto 4X10® daltonow (u ptakdw i ssakow) (literatura — patrz 59).
Pierwszag sugestie, ze 45S RNA moze by¢ prekursorem rRNA w komér-
kach HeLa wysuneli pracownicy grupy Scherrera (72, 73) oraz Per-
ry (57). Wiadomo obecnie, ze prekursorowy rRNA rozpada si¢ w jaderku
na produkty posrednie, z ktorych ostatecznie powstaje jedna czasteczka
18S rRNA i jedna — 28.S rRNA. Czes$¢ tancucha prekursorowego rRNA jest
w tym procesie odrzucana, a losy jej nie sa poznane (59). Powiemy o tym
szerzej w dalszej czeSci artykutu.

Produktami transkrypcji genéw u prokariontéw sg czgsteczki 16S
rRNA i 23S rRNA (20). Sg sugestie, ze i w tym przypadku pierwotnie po-
wstaje jeden wspolny prekursor, ktory ulega jednak rozpadowi jeszcze
przed zakonczeniem procesu transykrypcji (25, 62).

Izolowanie genéw odpowiedzialnych za synteze rRNA

W badaniach nad cistronami rRNA bardzo pomocng okazata sie techni-
ka izopiknicznego wirowania DNA w gradiencie gestosci chlorku cezu (91).
Pozwala ona rozdzieli¢ czasteczki DNA o odmiennych warto$ciach gestosci
pozornej (9). Gesto$¢ ta wzrasta wraz ze wzrostem zawartosci G+ C
w taiAcuchu polinukleotydowym (75). Schildkraut i Maio (74)
stwierdzili, ze jadrowy DNA nowotworowych komérek myszy rozdziela
sie w gradiencie gestosci chlorku cezu i obok gtownej frakcji pojawia sie
niewielka frakcja DNA, wystepujgcego przede wszystkim w jgderku, okre-
$lana jako DNA towarzyszacy (satelitarny).

Birnstiel iwsp. (7) wykazali, iz w oocytach platanny — poza gtow-
ng frakcja DNA o gestosci Q = 1,700 g/cm3 wystepuje DNA towarzyszacy
0 znacznie wyzszej zawartosci G+ C i wyzszej o 9°C temperaturze topnie-
nia Tmdla ktérego warto$¢ q= 1,724 g/cm3 Z badahn nad sztuczng hybry-
dyzacjag DNA towarzyszacego i rRNA wynikato, ze DNA ten jest hetero-
genny w swym skiadzie, a pewna liczba sekwencji nukleotydowych w nim



556 T. GOLASZEWSKI, J. W. SZARKOWSKI [4]

zawartych wykazuje komplementarno$s¢ w stosunku do rRNA (7, 13, 32,
48, 50, 90). Sekwencje te okre$lono mianem rybosomowego DNA (rDNA)
(7, 11, 23, 30, 67, 93, 94). Tak wiec, rDNA jest zespotem cistrondw odpo-
wiedzialnych za synteze rRNA. Jak sie pozniej okazato (94), pewne sek-
wencje rRNA nie uczestniczg w aktywnej transkrypcji rRNA (patrz nizej).

Rozmieszczenie cistronéw rRNA w rDNA u Xenopus laevis szeroko ba-
dali Birnstiel i wsp. (7). Autorzy ci $ledzili zmiany intensywnosci
hybrydyzacji 18S i 28S rRNA z fragmentami rDNA uzyskiwanymi z cza-
steczek natywnych przy pomocy ultradzwigkdw. Dysponujac fragmentami
DNA o masie czasteczkowej okoto 0,3 X106 daltonéw uzyskali droga wiro-
wania izopiknicznego rozdziat sekwencji komplementarnych w stosunku
do obu rRNA; gestos¢ pozorna sekwencji dla 185 rRNA wynosita 1,713,
a sekwencji dla 28S rRNA — 1,721 g/cm3 (7). Sktad nukleotydowy tak roz-
dzielonych odcinkéw DNA, obliczony z gestosci, odpowiadat sktadowi 18S
i 28S rRNA, za$ ich aktywno$¢é hybrydyzacyjna byta r6zna w stosunku do
obu produktéw transkrypcji.

W analogicznych doswiadczeniach z DNA o0 znacznie wyzszej masie
czasteczkowej (1,6X10® daltonéw), nie uzyskiwano rozdziatu obu rodza-
jow sekwencji, ani cnie obserwowano réznic w zdolnosci hybrydyzacyjnej
w stosunku do obu rRNA. Z doswiadczen tych wyptywat wniosek, ze cis-
trony rRNA (18S i 28S) utozone sg na niewielkich odcinkach rDNA.

Podobny typ doSwiadczern prowadzili Brown i Weber (13, 14).
Stwierdzili oni, ze wysokospolimeryzowany rDNA ma wyzszg gesto$¢ po-
zorng niz jego odcinki komplementarne z obu klasami wysokospolimery-
zowanych rRNA. Swiadczytoby to, ze w rDNA — obok sekwencji komple-
mentarnych z rRNA — wystepujg odcinki niekomplementarne o wyzszej
zawartosci G+ C. Zdaniem Birnstiela i wsp. (7), cistrony rRNA s3
przedzielone odcinkami o wyzszej zawartosci G+ C, niekomplementarnymi
z rRNA, co rownowazy réznice pomiedzy gestoscig stwierdzang dla odcin-
kéw komplementarnych i dla catej czasteczki rDNA.

Przypuszczenia te potwierdzili David iwsp. (23). Autorzy ci zaobser-
wowali dwie fazy topnienia rDNA z erytrocytow Xenopus laevis. Pierwsza
faza dotyczyta, ich zdaniem, odcinkow komplementarnych dla rRNA, cha-
rakteryzujacych sie nizsza zawartoscia G+ C, druga za$ — sekwencji nie-
komplementarnych. Te ostatnie okreslono mianem DNA przedzielajgcego
(ang. spacer DNA) (7, 14, 63, 90, 93, 94).

0] obecno$ci DNA przedzielajacego w rDNA Swiadczyty tez wyniki
Davida i wsp. (23) uzyskane w doswiadczeniach hybrydyzacyjnych.
Okazato sie, ze wspotzawodnictwo nadmiaru nieznakowanych dojrzatych
rRNA o miejsce na nici rDNA uprzednio zhybrydyzowanej ze znakowa-
nym 3H-40S prekursorowym rRNA, IP-18S rRNA i 3P-28S rRNA jest
intensywniejsze w przypadku dojrzatych rRNA. Oznacza to, ze 40S pre-
kursorowy rRNA zawiera pewne sekwencje nieobecne ani w 18S rRNA,
ani w 28S rRNA. Obecne w rDNA sekwencje niekomplementarne dla
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rRNA a odpowiadajace przedzielajacemu DNA, kodujg zatem byé moze,
pewne odcinki prekursorowego rRNA.

Rozmieszczenie cistrondw na nici rDNA badano réwniez przez poréw-
nanie gestosci pozornej hybrydéw rRNA-rDNA (7). Gesto$¢ pozorna hy-
brydu zalezy bowiem od stosunku ilosciowego RNA/DNA w hybrydzie
i moze by¢ miernikiem komplementacji RNA z okre$lonym odcinkiem
DNA. Do hybrydyzacji z DNA uzywano 3P-18S rRNA i 4C-28S rRNA.
Gdy hybrydyzowano do nasycenia jednoniciowe czasteczki DNA o masie
0,18X10® daltonéw z 18S rRNA hybrydy wykazywaty wysoki stosunek
RNA/DNA. Dodanie 28S rRNA do hybrydu nie wptywato na zmiane ge-
sto$ci tego ostatniego, a zatem nie zwiekszata sie w nim zawarto$¢ RNA.
Odmienny wynik uzyskiwano z DNA o masie czgsteczkowej 3X10® dal-
tondw. W tak duzej czasteczce nalezato sie spodziewa¢ obecnos$ci jednej
sekwencji kodujgcej 28S rRNA (1,6X10® daltondw) i jednej— kodujgcej
18S rRNA (0,7X10® daltonéw). Po dodaniu 18S rRNA w iloSci nasycajg-
cej, DNA istotnie nie wykazywat juz komplementacji z nastepng porcja
18S rRNA, natomiast dodanie 28S rRNA powodowato podwyzszenie ge-
stosci hybrydu. Doswiadczenie to przemawia za $cistym zespoleniem cis-
trondw dla obu rRNA na nici rDNA.

Teoretycznie mozna rozwazaé¢ przynajmniej trzy modele utozenia cis-
tronow dla 18S i 28S rRNA (7). Zgodnie z jednym z nich, wszystkie cis-
trony dla jednej klasy rRNA tworzytyby blok policistronowy, zawierajacy
pewng liczbe sekwencji DNA rozdzielajgcego, sasiadujgcy z blokiem cis-
tronéw drugiej klasy rRNA. tatwo$¢ pekania duzych blokéw policistro-
nowych w czasie izolowania DNA bytaby przyczyna jniezwykle fatwego
rozdziatu rDNA podczas wirowania izopiknicznego na frakcje réznigce sie
sktadem nukleotydowym i odpowiadajagce odcinkom komplementarnym
dla kazdej z klas rRNA. Jednakze Birnstiel i wsp. (7) wykazali, ze
czasteczka rDNA o masie 3X10® daltonéw posiada zdolno$¢ do hybrydy-
zacji zaréwno z 18S rRNA jak i 28S rRNA. Jesli zatem stosunkowo krdtki
taricuch DNA wykazuje komplementarno$¢ z obu klasami rRNA, nalezy
przyjaé, ze cistrony obu rodzajow rozmieszczone sg naprzemiennie. Z tych
wzgledéw omodwiony wyzej model blokéw cistronowych zostat odrzuco-
ny (7).

Dwa inne modele zaktadajg, ze cistrony 18S rRNA i 28S rRNA lezg
naprzemiennie na nici rDNA. Ré6znica miedzy tymi modelami sprowadza
sie w zasadzie do topografii DNA przedzielajgcego. Cistrony 18S rRNA
i 28S rRNA mogtyby leze¢ parami przylegajac $cisle do siebie, a odcinki
niekomplementarnego DNA przedzielatyby sasiednie pary cistronéw lub
cistrony kazdej pary.

Wensink i Brown (94) zaproponowali niedawno model jednost-
ki transkrypcyjnej rRNA na podstawie badan nad denaturacjg rDNA Xe-
nopus laevis polgczonych z obserwacjami w mikroskopie elektronowym.
Zdaniem tych autoréw, cistrony 18S rRNA i 28S rRNA przedzielone sg
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krotkimi sekwencjami rDNA niekomplementarnego, o wysokiej zawar-
tosci G+ C, bioragcymi udziat w syntezie prekursorowego rRNA. Znacznie
dtuzsze odcinki przedzielajacego rDNA (3,7 X106 daltonéw), sasiadujgce
z cistronomi rRNA, nie biorg udziatlu w transkrypcji 40S rRNA. Krotkie
sekwencje rDNA przedzielajacego koduja, zdaniem Wensinka i Bro-
wna (94), te czes¢ tancucha prekursorowego rRNA, ktéra nie wchodzi
w skiad dojrzatych rRNA 18S i 28S.

Czasteczka rDNA jest dwuniciowa.. Reeder i Brown (65) opisali
metode oddzielania obu nici i zbadali, ktéra z nich koduje rRNA. Metoda
ta polega na wstepnej hybrydyzacji (tzw. prohybrydyzacja) rDNA z nie-
znakowanym rRNA. Jedna z nici — zdolna do hybrydyzacji staje sie wow-
czas ,,gestsza” i mozna jg oddzieli¢ od nici niehybrydyzujacej na. drodze
wirowania izopiknicznego. Po usunieciu zhybrydyzowanego rRNA z od-
dzielonej wuprzednio nici, prowadzono hybrydyzacje ze znakowanymi
rRNA. Okazato sie, ze jedynie tzw. ni¢ cigzka (ni¢ H) rDNA — w przeci-
wienstwie do nici lekkiej (ni¢ L) — wykazuje wysoka aktywno$¢ hybry-
dyzacyjng z rRNA. A zatem, tylko ni¢ H odgrywa aktywng role w tran-
skrypcji rDNA (65). Réwniez w mitochondrialnym DNA u Xenopus laevis
pojedyncze sekwencje kodujgce obie klasy rRNA sg zlokalizowane na nici
H (22).

Cistrony kodujagce 58 rRNA byty przedmiotem mniej intensywnych
badan. Bleyman i wsp. (9) wykazali, ze u bakterii aktynomycyna D
hamuje jednocze$nie synteze 5S rRNA i 23S rRNA, co wskazywatoby, ze
cistrony dla obu tych rRNA potozone sg blisko siebie. Doolittle i Pa-
ce (25) sugerowali, ze u E. coli cistrony 5S rRNA 16S rRNA i 23S rRNA
ulegajg transkrypcji jako pojedyncza jednostka cistronowa. Zdaniem tych
autorow (24), jednostka transkrypcyjna 5S rRNA zawiera wiecej infor-
macji genetycznej niz wymaga tego pojedyncza czasteczka produktu trans-
krypcji; znaczytoby to, ze 5S rRNA powstaje z blizej nieokre$lonej cza-
steczki prekursorowego RNA.

Colli i wsp. (20) stwierdzili, ze geny 55 rRNA u Bacillus subtilis sg
zwigzane z zespotem genow kodujgcych 16S rRNA i 23S rRNA, przy czym
cistrony 23S rRNA i 5S rRNA lezg w bezposrednim sasiedztwie. Whniosek
ten wynikat z obserwacji, ze w jednoniciowym fragmencie rDNA (0 ma-
sie 2—4X106daltonéw) wystepuja sekwencje komplementarne dla wszyst-
kich trzech czasteczek rRNA (55, 16S i 23S rRNA), natomiast we frag-
mencie mniejszym (o masie 1X106daltonéw) wykrywane sg jedynie sek-
wencje komplementarne z 5S rRNA i 23S rRNA. Dopiero dalsze obnize-
nie masy czasteczkowej rDNA (do 3—5X105 daltonéw) pozwolito rozdzie-
li¢ cistrony dla 5S rRNA i 23S rRNA.

Prowadzono réwniez badania nad cistronami 5S rRNA u organizmoéw
wyzszych. Brown i Weber (13) oraz Wallace i Birnstiel
(91) stwierdzili, ze u letalnego mutanta platanny, nie wytwarzajacego ry-
bosomdw, wykazujacego delecje 99°/0 rDNA, wystepuje fizjologiczna liczba
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cistronéw 5S rRNA. Ponadto wykazali, ze rDNA komplementarny dla 5S
rRNA wykazuje nizszg gestos¢ pozorng niz rDNA komplementarny dla
wysokospolimeryzowanych rRNA. U muszki owocowej (Drosophila me-
lanogaster) cistrony 5S rRNA nie wystepujag na chromosomie piciowym,
gdzie zlokalizowane sg geny dla wysokospolimeryzowanych rRNA (84).

Brown iwsp. (15) doniesli niedawno o wyizolowaniu cistronéw 5S
rRNA z rDNA platanny. Stwierdzili oni, ze jednostka transkrypcyjna 5S
rRNA, o masie 5X105daltonéw, zawiera dwa rodzaje sekwencji nukleoty-
dowych: odcinki o niskiej zawartosci G+ C i inne— o wysokiej. Te ostat-
nie, stanowigce jedynie 7% materiatu jednostki transkrypcyjnej, sg cistro-
nami kodujagcymi 5S rRNA. Pozostate odcinki rDNA, stanowityby DNA
przedzielajagcy. By¢ moze, czasteczka 5S rRNA jest transkrybowana w po-
staci wiekszego tancucha polinukleotydowego ulegajacego pdzniej rozpa-
dowi. Whniosek taki jest zgodny ze wspomniang juz sugestia Doolit-
tle a i Pace’a (24) na temat syntezy 55 rRNA u bakterii. Brown
i wsp. (13) podkreslaja, ze liczba gendéw kodujgcych 5S rRNA u Xenopus
laevis przewyzsza liczbe gendéw kierujgcych syntezg wysokospolimeryzo-
wanych rRNA. Nie wiadomo jednak, czy cistrony 5S rRNA zlokalizowane
sq na jednym chromosomie, jak to ma miejsce w przypadku cistronéw 18S
i 28S rRNA.

Istnieje wiec, jak sie wydaje, zasadnicza réznica utozenia cistronéw
5S rRNA u pro- i eukariontow. U bakterii cistrony dla 5S, 16S i 23S rRNA
tworzg zespét, natomiast u organizmoéw eukariotycznych cistrony 55 rRNA
sg odgraniczone przestrzennie od cistronéw 18S i 285 rRNA. Tar tof
i Perry (84) sg zdania, ze w toku ewolucji eukarionty wyksztatcity me-
chanizm niezaleznej kontroli syntezy nisko- i wysokospolimeryzowanych
rRNA, podczas gdy bakterie zachowaty skoordynowang regulacje syntezy
trzech klas rRNA. Znaczenie tego zjawiska nie zostalo wyjasnione.
Brown i Weber (13) sadzg, ze pomimo przestrzennego rozdzielenia
cistronéw 5S rRNA od cistronow 18S i 28S rRNA u eukariontow, synteza
wysokospolimeryzowanych rRNA wpiywa jednak na synteze 5S rRNA.
Autorzy ci zaobserwowali, ze bezjgderkowe mutanty platanny, zawiera-
jace cistrony dla 5S rRNA, ale nie posiadajgce cistrondw dla pozostatych
rRNA, nie sg zdolne do syntezy 5S rRNA. Mechanizm tej wspoétzaleznosci
nie jest zrozumiaty. Dodajmy, ze synteza 55 rRNA zachodzi podczas me-
tafazy, gdy 18S i 28S rRNA nie powstajg (99).

Kolejnos¢ odczytywania cistronéw rRNA

Jednostka transkrypcyjna rDNA musi zawiera¢ pojedyncze miejsce
przytaczania polimerazy rRNA, tzw. promoter oraz miejsce uwalniania
enzymu — terminator (25). Zdaniem Pettijohna (61), polimeraza
rRNA jest upakowana na genach w taki sposob, ze informacja genetyczna
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zawarta w rDNA jest transkrybowana in vivo z najwyzsza, fizjologicznie
mozliwg, szybkoscig. Autor ten, badajgc synteze rRNA in vitro na wy-
izolowanym rDNA E. coli, stwierdzit, ze po 2—3 minutach od rozpoczecia
syntezy pojawia sie¢ rRNA komplementarny z sekwencjg 16S rDNA. Pare
minut pdzniej rozpoczyna sie synteza 23S rRNA, ktorego ilo$é, poczatkowo
mata, doréwnuje pozniej ilosci syntetyzowanego 16S rRNA. Prowadzac
synteze in vitro przy udziale catkowitego DNA komorki E. coli Pelli-
john (61) stwierdzit, ze rRNA stanowi 5% powstajgcego RNA, mimo ze
rDNA stanowi jedynie 0,3°/0 catkowitego DNA komorki organizmu. Przy
zatozeniu, ze predkos$¢ wydtuzania sie tancuchow wszystkich klas kwasow
rybonukleinowych jest jednakowa, wynik taki sugeruje, iz zachodzita
wowczas preferencyjna synteza rybosomowego RNA wynikajgca z wiek-
szej czestotliwosci inicjacji syntezy rRNA w pordwnaniu do innych klas
RNA. Kolejno$¢ procesow inicjacji syntezy 16S rRNA i 23S rRNA wska-
zuje, ze u E. coli miejsce promotera w operonie rRNA lezy w poblizu
cistronu 16S rRNA, a dystalnie wzgledem cistronu 23S rRNA. Podobny
whniosek wynika z pracy Doolittle’a i Pace’a (25). Zdaniem tych
autorow transkrypcja rRNA konczy sie odczytywaniem cistronu 5S rRNA.

Kolejno$¢ odczytywania poszczeg6lnych segmentéw rDNA platanny
in vitro przy udziale polimerazy RNA pochodzacej z komdrek E. coli ba-
dali szczeg6towo Reeder i Brown (65). Stwierdzili oni, ze 185 rRNA
i 28S rRNA r0znig sie sktadem nukleotydowym, przy czym stosunek ilos-
ciowy cytozyny do uracylu dla obu rRNA jest nizszy niz wartos¢ obliczona
dla rRNA syntetyzowanego na sekwencjach przedzielajgcego rDNA. Przez
okreslenie stosunku C/U w poszczegélnych klasach rRNA rozdzielonych
w gradiencie gestosci sacharozy mozliwe byto oznaczenie iloSci 18S rRNA,
28S rRNA i RNA syntetyzowanego na przedzielajgcym rDNA w réznych
momentach po rozpoczeciu syntezy. Okazato sie, ze po 15 minutach trans-
krypcji stosunek ilosciowy 18S rRNA do 285 rRNA w produkcie trans-
krypcji wynosit 5 po godzinie spadat do 2. A zatem, 18S rRNA byt syn-
tetyzowany w pierwszej kolejnosci, pdzniej rozpoczynata sie synteza 28S
rRNA. Okoto 15% powstajagcego rRNA zawierato sekwencje komplemen-
tarne dla przedzielajagcego rDNA. Materiat ten, obecny w czasteczce pre-
kursorowego rRNA, nie wchodzi w sktad dojrzatych rRNA.

Liczba cistronéw rRNA w komoérce

Ilos¢ DNA komplementarnego w stosunku do rRNA stanowi niewielka
cze$¢ genomu u réznych organizmow (7, 18, 40, 52, 53, 61, 63, 69, 71, 76,
96, 97). Znajac wielkos¢ puli DNA komérki i przyjmujac, ze sekwencje
DNA kodujagce rRNA majg mase czasteczkowg zblizong do masy czastecz-
kowej produktéw transkrypcji, mozna na podstawie doswiadczen hybry-
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dyzacyjnych okresli¢ liczbe cistrondw rRNA w genomie. Pamieta¢ przy
tym nalezy, iz tylko ni¢ H rDNA bierze udziat w transkrypcji rRNA (65).

Cistrony rRNA nie wystepujg w genomie pojedynczo. Wyjagtkiem oka-
zat sie drobnoustr6j Mycoplasma sp., u ktérego ilos¢ DNA komplementar-
nego w stosunku do rRNA wystarcza zaledwie dla pojedynczych gendéw
16S i 23S rRNA (71). W genomie u E. coli (97) wystepuje 5 kopii cistro-
now dla obu rRNA, u Bacillus subtilis — okoto 10 kopii (52). Cistrony dla
wysokospolimeryzowanych rRNA wystepuja w réwnowaznych ilosciach
(58, 64, 80), cistrony 5S rRNA moga by¢ liczniejsze (13, 80).

Cistrony rRNA wystepujg na niewielkich odcinkach chromosoméw
tworzac zespoty (tandemy) (26, 52, 97). Zdaniem Purdoma i wsp. (63),
u niektorych drobnoustrojéw (np. Proteus mirabilis, Serratia marescens)
zespoty cistron6w rRNA moga by¢ bardziej rozproszone w genomie, co jest
wynikiem obecnosci wielu odcinkébw DNA przedzielajgcego.

W haploidalnym genomie jadrowym u eukariontow liczba cistrondw
rRNA jest znacznie wyzsza niz u bakterii (58). U réznych organizmow
wyzszych liczba ta moze wahaé sie od blisko stu do wielu tysiecy Kkopii
w genomie (38). O duzej liczbie powtarzajgcych sie identycznych sekwen-
cji nukleotydowych swiadczg wyniki badan nad renaturacja satelitarnego
DNA z jader dyni (48), jezowca Lytechinus variegatus (53) i muszki owo-
cowej (10). Szybka renaturacja tego DNA sugeruje, ze wystepujg w nim
duze zespoty identycznych sekwencji — ,rodziny” cistronow rRNA (53).
W zwigzku z tym pisze sie o nadmiernosci (ang. redundancy) liczby genoéw
rRNA (10, 13, 58, 67, 68, 69) w genomie u réznych gatunkdéw.

Mitochondria i plastydy, zawierajgce w pewnych stadiach rozwojowych
organizmu pokaznag czes¢ puli DNA komdrkowego (3), syntetyzujag rRNA
— przynajmniej czesciowo — na wiasnej matrycy (16, 21, 42, 44, 77, 78, 83,
85). Kazda czgsteczka DNA mitochondriéow platanny zawiera pojedynczy
cistron dla obu rRNA (22). Kazdy chloroplast w komérce klejnotki (Eu-
glena gracilis) zawiera 20—45 cistronow rRNA (77, 78). Cistrony rRNA
chloroplastow aktywujg sie na Swietle — w etioplastach stwierdzono brak
rRNA (16). Wiekszos$¢ cistronow odpowiedzialnych za synteze rRNA chlo-
roplastdw lisci tytoniu znajduje sie jednak w genomie jadrowym, gdzie
sg one zlokalizowane w innych odcinkach DNA niz cistrony kodujgce
rRNA dla rybosoméw cytoplazmatycznych (85). By¢ moze istniejg ponad-
organellowe mechanizmy koordynujace aktywno$¢ obu typow cistronéw
w komorce.

Zdaniem Davida (22), cistrony jadrowe charakteryzujg sie wyzszg
aktywnoscia niz cistrony mitochondrialne. Dodajmy, ze aktywnos$¢ cis-
stronow rRNA nie jest jednakowa w czasie rozwoju ontogenetycznego or-
ganizmow. U roznych zwierzat aktywnos$¢ tych genéw ujawnia sie badz
w okresie bruzdkowania, badz dopiero we wczesnym stadium gastruli (li-
teratura — patrz 58).

Précz aktywacji cistronéw rRNA w okreslonych stadiach rozwojowych
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komoérki, u pewnych organizméw znane sa mechanizmy doprowadzajgce
do zwiekszenia puli tych cistronow. Mamy tu na mysli tzw. magnifikacje
genow i ich amplifikacje (zwielokrotnienie, powielenie). Pierwszy z tych
mechanizméw opisat R it os sa (66) u pewnego mutanta Drosophila me-
lanogaster. Dzikie szczepy tego owada zawierajg — w zaleznos$ci od liczby
jaderek w jadrze — od 130 do 300 cistronéw rRNA, mutant za$ wykazuje
niedobo6r tych cistronéw. Mutacja spowodowana nieprawidtowym prze-
mieszczeniem odcinkéw chromosomalnych w czasie podziatu komoérkowego
prowadzi do utraty pewnych odcinkéw DNA potozonych na chromosomie
ptciowym, na ktorym zlokalizowany jest organizator jaderka (69). Mutant
taki traci zdolno$¢ do prowadzenia syntezy rRNA z normalng wydajnoscia
(68). Rewersja mutacji jest mozliwa, gdy nastagpi duplikacja cistronéw
rRNA. Cistrony te nie zostajg jednak $cisle wbudowane do genomu i moga
by¢ tatwo ponownie utracone (66).

Zjawisko amplifikacji cistronéow rRNA zaobserwowat Gall (31) w
genomie komoérek jajowych platanny. Najintensywniej zwielokrotnienie
gendw zachodzi podczas profazy mejotycznej — w pachytenie — w proce-
sie oogenezy u ptazow i pewnych innych organizméw (11, 31, patrz .tez
89). Istotg tego zjawiska jest specyficzna replikacja chromatyny jaderko-
twoérczej, a cytologicznym jego odzwierciedleniem jest zwiekszenie liczby
jaderek w jadrze komorkowym (29, 31). Pojedyncze jagdro oocytu moze
wowczas zawiera¢ okoto 1500 jaderek (31, 56). Zawarto$¢ DNA w jadrze
oocytu (17 pikograméw) przewyzsza wtedy tysigckrotnie ilos¢ DNA w ja-
drze komorki somatycznej platanny (0,012 pikograma) (29). Zdaniem
Perkowskiej i wsp. (56), podczas amplifikacji genbw rRNA moze
wystepowaé tzw. efekt kaskadowy — produkty endoreduplikacji chroma-
tyny jaderkotwdérczej moga stawaé sie kolejnymi matrycami w syntezie
rRNA. By¢ moze w procesie tym odgrywa role polimeraza DNA zalezna
od RNA (30).

David iwsp. (23) porownywali wiasnosci fizyko-chemiczne chromo-
somowego rDNA wystepujgcego zazwyczaj w jadrze oocytu platanny
i IDNA powstajgcego w procesie amplifikacji. Stwierdzili oni, ze obie pule
rDNA wykazujg podobng zdolno$¢ do hybrydyzacji z rRNA i charaktery-
zujg sie dwufazowymi krzywymi termicznymi, co $wiadczy, ze obok sek-
wencji komplementarnych z rRNA zawierajg zapewne odcinki rDNA
przedzielajgcego. Amplifikowany rDNA — w przeciwienstwie do chromo-
somowego rDNA — nie zawiera 5-metylocytozyny. Wskazuje to, ze oba
rDNA sg podobne, lecz nie identyczne.

Zwielokrotnienie gendw rRNA — zachodzace w czasie mejozy — od-
biega od powszechnego schematu replikacji DNA, ktéra u eukariontéw
odbywa sie jedynie w fazie S podczas okresu miedzypodziatowego (por.
36, 98). Amplifikacja cistronéw rRNA, podobnie jak inne procesy replika-
cji DNA, wymaga syntezy biatek (5).

Znaczenie procesu zwielokrotnienia cistrondw rRNA nie jest w peini
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wyjasnione. Najprawdopodobniej, dzieki zwiekszeniu puli rDNA, staje sie
mozliwa intensywna synteza rRNA w czasie oogenezy (31). Chen
i Osborne (17) wysuneli przypuszczenie, ze rdwniez w procesie doj-
rzewania nasienia roslinnego ma miejsce amplifikacja cistrondw rRNA,
ktére w okresie kietkowania ulegaja delecji. W dojrzewajacym nasieniu
dochodzitoby zatem do syntezy dodatkowych kopii cistrondw rRNA, ktd-
rych produkty bylyby nastepnie wykorzystywane w czasie kietkowania
(34). Zjawisko amplifikacji gendw rRNA mozna wiec uwaza¢ za proces ko-
rzystny dla organizmu, zapewniajgcy mu prawidtowy rozwdj (56).

rRNA i ewolucja organizméw

ZwrdciliSmy uwage na réznice miedzy wielkoscig czasteczek pierwot-
nego produktu transkrypcji rDNA u bakterii i organizmdéw eukariotycz-
nych. Jak sie wydaje, pewnym zmianom ewolucyjnym podlega réwniez
wielkos¢ prekursorowego rRNA syntetyzowanego u réznych grup euka-
riontow. Jak juz wspomniano policistronowy rRNA prekursorowy rozpada
sie na czasteczki dojrzatych rRNA, przy czym cze$¢ sekwencji nukleoty-
dowych prekursora jest wéwczas odrzucana. Odrzucane odcinki sg praw-
dopodobnie kodowane przez sekwencje przedzielajacego rDNA (65, 94).

Perry iwsp. (59), wykorzystujac wyniki wtasne i dane innych auto-
réw, poroéwnali wielko$¢ odrzucanych fragmentéw prekursorowego rRNA
u organizméw roéznych stanowisk systematycznych i doszli do wniosku, ze
istnieje pewna zalezno$¢ miedzy pozycjg ewolucyjng organizmu i ekono-
mig wykorzystywania prekursorowego rRNA. Najbardziej ekonomiczna
jest synteza indywidualnych czasteczek rRNA na matrycowym rDNA
u bakterii. U roslin i nizszych ewolucyjnie zwierzat, tgcznie z gadami, doj-
rzewanie rRNA wigze sie z utratg okoto 25°/0 tanicucha prekursora. U pta-
kéw i niektorych ssakow: torbaczy (Marsupialia) oraz tozyskowcow (Pla-
centalia), masa czgsteczkowa prekursorowego rRNA jest wieksza od sumy
mas czasteczkowych 18S rRNA i 28S rRNA o blisko 80°/0. Jest zatem mato
ekonomiczny. Nie wiadomo jednak, czy zmiany ewolucyjne polegaja na
zwiekszaniu ilosci genéw kodujacych dodatkowe sekwencje w prekursoro-
wym rRNA, czy tez na uaktywnianiu sie segmentéw przedzielajagcego
rDNA jako matryc. Znaczenie takich zmian nie jest tatwe do wyttuma-
czenia.

RNA rybosomowe u organizméw odlegtych taksonomicznie wykazuja
duze podobieAstwo sktadu nukleotydowego. Bendich i McCarthy
(4) porownywali temperature topnienia (Tm) rRNA z réznych zrédet biolo-
gicznych i stwierdzili, ze r6znice miedzy wartosciami Tmsag tym wieksze,
im dalsze jest pokrewienstwo filogenetyczne organizmoéw. Sugerujg tez,
ze czgsteczki wyzej spolimeryzowanych rRNA ulegajg zmianom struktu-
ralnym szybciej — w aspekcie ewolucyjnym — niz krétsze czasteczki, na
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przyktad 16S rRNA. Badania nad termostabilnoscig heterologicznych (po-
chodzacych z odlegtych gatunkéw) hybrydéw rRNA-DNA (4) wskazujg na
zachowawczy, nie podlegajacy powaznym zmianom ewolucyjnym, charak-
ter rRNA. Na przyktad DNA E. coli wykazuje w stosunku do 25S rRNA
grochu 40% aktywnosci hybrydyzacyjnej stwierdzanej dla uktadu DNA
— 255 RNA z komorek tej rosliny. Podobienstwo struktury 1-rzedowej
rRNA u odlegtych taksonomicznie organizméw jest, zdaniem Bend icha
i McCarthy’ego (4), dowodem ich filogenetycznej wiezi.

Przylgczanie biatek do rRNA

Synteza rRNA biegnie rownolegle z syntezg biatek rybosomowych.
Konncowym etapem biogenezy rybosomow jest przytgczanie czasteczek
biatka do nici rRNA i uformowanie funkcjonalnie dojrzatych czastek nu-
kleoproteidowych. Tworzenie polisomow jest juz tylko procesem progra-
mowania uformowanych rybosomaéw.

Lokalizacja genow odpowiedzialnych za synteze garnituru 20—35 bia-
tek rybosomowych (58, 60, 81) nie zostala jeszcze poznana (39). Wiadomo,
ze geny te nie leza w bezposrednim sasiedztwie cistronéw rRNA" (97).
Istniejg sugestie, ze biatka rybosomowe sg syntetyzowane w jaderku (58).
Wiadomo bowiem, Zze jaderko jest najaktywniejszym w syntezie biatek
przedziatem metabolicznym jadra komérkowego (6, por. tez 36). Zdaniem
Kumara i Warnera (43), w komérkach HelLa prekursorowy rRNA
wigze sie z biatkami natychmiast po powstaniu, juz na terenie jaderka.
Rozpad prekursorowego rRNA nastepowatby wiec po utworzeniu nukleo-
proteidu. Autorzy ci stwierdzili, ze pietno znakowanych biatek wykrywa-
nych w jaderkowych czgstkach nukleoproteidowych o statej sedymentacji
55S wykrywane jest p6zniej w 50S podjednostkach rybosoméw cytoplaz-
matycznych. Cze$¢ biatek nukleoproteidéw jaderkowych nie wchodzi jed-
nak w skiad rybosoméw dojrzatych (43). Perry (58) nie wyklucza moz-
liwosci, ze w jaderku nastepuje tgczenie pewnych biatek cytoplazmatycz-
nych z rRNA. Mozliwe jest, ze cze$¢ biatek rybosomoéw cytoplazmatycz-
nych pochodzi z chloroplastéw (por. 35), a pewne biatka rybosoméw mito-
chondrialnych — z jadra (37).

Powszechnie przyjmowany model stadialnego rozwoju rybosoméw, po-
przez stopniowe przytgczanie biatek do rRNA (35, 47), nie wyklucza zad-
nej z tych mozliwosci. Do wyjasnienia pozostajg mechanizmy koordynu-
jace i regulujgce synteze biatek i rRNA w poszczegblnych organellach
komorkowych.
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Wirusy bakteryjne zawierajace kwas rybonukleinowy
I. Replikacja RNA

Bacterial RNA Viruses
I. RNA Replication

The review of present knowledge of phage RNA replication is given.

. Wstep

Pierwszy wirus bakteryjny, ktérego materiatem genetycznym jest
kwas rybonukleinowy, wyizolowany zostat ze sciek6w miejskich w Fila-
delfii w 1960 roku przez Loeba (96). W 1961 roku Loeb i Zind er
(97) podali doktadng charakterystyke tego wirusa nazwanego bakteriofa-
giem f2. Prace ich zapoczatkowaty serie badan podjetych przez liczne pra-
cownie na Swiecie i do chwili obecnej wyizolowano i opisano okoto 50 wi-
ruséw bakteryjnych zawierajgcych RNA.

Sg to najmniejsze znane wirusy. Ich genom niesie ze sobg informacje
odpowiadajgcg mniej wiecej potowie informacji genomu wirusa polio, 1%
informacji zawartej w genomie DNA fagéw T2 i T4 i 0,1% informacji nie-
sionej przez genom bakterii Escherichia coli. Prosta budowa tych wirusow,
ich krotki cykl zyciowy, tatwos$¢ otrzymania duzej ilosci oczyszczonych
czastek wirusowych oraz mozliwo$¢ $ledzenia zaréwno proceséw zachodza-
cych po zakazeniu komérki bakteryjnej, jak i proceséw zachodzacych
w uktadach bezkomorkowych sprawity, ze wirusy bakteryjne zawierajgce
RNA staty sie ogromnie popularnym obiektem badah genetycznych oraz
modelem w pracach nad wyjasnieniem kodu genetycznego, biosyntezy
biatka i kwaséw nukleinowych.

Cho¢ nie zostat jeszcze catkowicie poznany sam przebieg i charakter
procesu infekcji komorki bakteryjnej przez wirusa oraz mechanizm orga-
nizowania sie potomnych czgstek wirusowych, to ogromnie zaawansowane
sq obecnie badania nad biosyntezg specyficznego RNA i biatek wiruso-
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wych oraz nad towarzyszacymi tym procesom mechanizmami regulacyj-
nymi. Ostatnie lata przyniosty rdwniez postep w badaniach zmierzajgcych
do ustalenia pierwszo- a nawet drugorzedowej struktury RNA i biatek
wirusa. Mozna wiec z duzym prawdopodobieAstwem powiedzie¢, ze mate
wirusy bakteryjne zawierajgce kwas rybonukleinowy bedg pierwszymi
catkowicie poznanymi — w kategoriach biologii molekularnej — organiz-
mami.

Materiatem genetycznym wiruséw jest jednoniciowy kwas rybonuklei-
nowy. Spetnia on dwojaka funkcje: stuzy zaréwno jako matryca w procesie
samopowielania sie, czyli syntezy potomnego wirusowego RNA, jak i jako
messenger RNA w procesie syntezy biatek wirusowych. Takie tgczenie
obydwu funkcji przez te samg czasteczke kwasu rybonukleinowego oraz
brak DNA w wirionie, to cechy stanowiagce o specyfice matych wiruséw
bakteryjnych.

Na temat replikacji wiruséw bakteryjnych zawierajgcych RNA ukazato
sie szereg prac przegladowych (39, 42, 91, 130, 152, 159). W artykule ni-
niejszym przedstawiamy kompendium wspdéiczesnych pogladéw dotycza-
cych replikacji wirusowego RNA. Procesy zwigzane z translacja RNA
omowione sg w artykule sgsiednim (49).

I1. Ogélna charakterystyka matych wiruséw bakteryjnych

Znane sg trzy gatunki bakterii atakowane przez mate wirusy zawie-
rajace RNA,; sg to: pateczka okreznicy (Escherichia coli) (58, 97), pateczka
ropy biekitnej (Pseudomonas aeruginosa) (17, 43) i Caulobacter (122). Naj-
lepiej poznane sg bakteriofagi Escherichia coli.

Pojedynczy wirus zbudowany jest z tancucha RNA chronionego przez
otoczke biatkowa (164). Otoczka ta skiada sie ze 180 podjednostek tzw.
biatka kapsydu (35), zebranych w grupy po 5 lub 6 (162) oraz jednej cza-
steczki tzw. biatka dojrzewania, inaczej zwanego biatkiem A (131).
Wedlug Valentine’a i wsp. (159) biatko A peini role zaworu zamy-
kajagcego otoczke wirusa. Zawor ten odpada z chwilg infekcji komérki
bakteryjnej.

RNA stanowi okoto 30°/0 masy wirusa, a otoczka biatkowa okoto 70%,
w czym niewielki tylko udzial ma biatko A (36, 133). Srednica calej cza-
steczki wirionu miesci sie w granicach od 200A do 270A (67, 98). Stata sedy-
mentacji tych wiruséw wynosi 75—84S (107, 138), gesto$¢ 1,42—1,47g/ml
(107, 140), masa czasteczkowa 3,6—4,5X10® daltonéw (56, 107), punkt izo-
elektryczny 3,9—5,3 (107).

Podobienstwo budowy i wihasnosci fizyko-chemicznych wirusow za-
wierajacych RNA sprawity, ze podstawa ich klasyfikacji staty sie testy
serologiczne. Wyréznia sie 3—5 grup serologicznych bakteriofagéw E. coli
(61, 123, 140). Najczestszym i najlepiej poznanym obiektem badanh sg wiru-
sy nalezagce wedtug tej klasyfikacji do grupy |— sg to bakteriofagi: f2,
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MS2, R17, R23, M12, fr oraz nalezacy do grupy Il — bakteriofag Q5. Su-
rowica zawierajaca przeciwciata przeciwko np. wirusowi f2 nie inaktywuje
faga i na odwr6t (108). Fagi z grupy | charakteryzujg sie nieco mniej-
szg masg czasteczkowg i statg sedymentacji niz wirus QP (patrz tablica 1).
Fag QP odbiega od fagow tej grupy réwniez pod wzgledem sktadu amino-
kwasowego biatka kapsydu i skltadu nukleotydowego RNA (72, 75, 107).
Natomiast poszczegOlne fagi tej grupy roznig sie od siebie bardzo nie-
znacznie, czesto jednym aminokwasem w biatku ich kapsydu (35, 90, 142)
lub kilkoma nukleotydami RNA (56, 101, 133).

Tablica 1
Wiasciwosci wiruséw bakteryjnych zawierajacych kwas rybonukleinowy
Wirus Masa czastecz- Stata ?edy- Gestosé Srednica O Literatura
kowa X 106 mentacji 520w g/ml A RNA
a 200 97
MS2 3,6 79 1,422 260 315 107, 133
fr 41 79 1,46 200—220 28,4 98, 107
M12 270 67
R17 3,6 79 31,0 56
R23 75 138

Q3 4,2 84 1,44 240-250 107

W skiad czastki wirusa wchodzi jedna jednoniciowa czgsteczka RNA
o strukturze liniowej, z wolnymi koricami 5' i 3' (134). Stata sedymentacji
RNA w 0,2M chlorku sodu wynosi okoto 27 jednostek Svedberga (56),
a masa czasteczkowa okoto 1,1 X106 daltonéw (56, 101, 107, 133, 138).
Zdjecia z mikroskopu elektronowego wykazujg, ze dtugos¢ RNA wynosi
okoto 10 000A (59) i dlatego, biorac pod uwage caly promieA wirusa =
= 200—270A, mozna przypuszczac istnienie silnie uksztatltowanej struk-
tury drugorzedowej RNA.

RNA wirusa sktada sie z 3300—3500 nukleotydéw (56) i zawiera¢ mo-
ze informacje dla polipeptyddéw o tgcznej diugosci okoto 1100 aminokwa-
séw. Obecnie wiadomo, ze RNA wirusowe zawiera trzy cistrony i kieruje
powstawaniem trzech specyficznych biatek wirusowych (60, 70). Sg to:
dwa biatka strukturalne — biatko kapsydu i biatko dojrzewania, oraz nie
wystepujgca w dojrzatym, wirusie — polimeraza RNA.

Biatko kapsydu jest przewazajgcym ilosciowo, najwczesniej i najlepiej
poznanym skiadnikiem wirusa. Masa czgsteczkowa biatka kapsydu ozna-
czona dla faga R17 wynosi 14 200 (35), a dla faga Q(3— 15 500 (108). Skta-
da sie ono ze 129 aminokwasoéw o znanej sekwencji (86, 87, 142, 143). Bial-
ko dojrzewania wystepujace w niewielkiej ilosci ma najprawdopodobniej
zasadniczy udziat w procesie infekcji komorki bakteryjnej, a byé moze tak-
ze w procesie organizowania si¢ potomnych fagéw (119). Jego masa cza-
steczkowa wynosi 35 000—45 000 daltonéw (131), a skfad aminokwasowy
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oznaczony zostat w 1968 roku przez Steitz (132). W odrdznieniu od
biatka kapsydu, ktére nie zawiera histydyny, w sklad biatka A wchodzi
5 reszt histydynowych. Trzecie bialtko syntetyzowane na matrycy RNA
fagowego ma ciezar czasteczkowy = 65000 (79, 84) i niezbedne jest dla
replikacji RNA wirusa. Jest to polimeraza RNA.

Replikacja RNA wirusa nastepuje we wnetrzu komdarki bakteryjnej
i jest nastepstwem infekcji komérki wirusem.

I11. Infekcja

Infekcja wirusem komdrki bakteryjnej polega na wprowadzeniu ma-
teriatu genetycznego wirusa do komérki. W przypadku wiruséw bakte-
ryjnych zawierajgcych RNA proces ten mozna podzieli¢ na trzy etapy:
1 adsorpcja, 2. uwolnienie RNA, 3. penetracja RNA.

1. Adsorpcja

Opisywane bakteriofagi RNA zakazajag wytacznie meskie szczepy
Escherichia coli, tzn. takie, ktére w procesie koniugacji sa donorami ma-
teriatu genetycznego. Bakterie takie zawierajg episom, bedacy no$nikiem
czynnika piciowego F (ang. fertility — ptodnos¢). Fenotypowym objawem
obecnos$ci faktora F w anatomii komorki sg tzw. pili F. Sg to widkienko-
wate wypustki Sciany komorki bakteryjnej o Srednicy 85A (18) i dtugosci
do 2 mikronéw (159). Kazda komdrka meska E. coli posiada jeden lub dwa
takie pili (19). Nawet oddzielone od komdrki lub pofragmentowane pili F
adsorbuja czasteczki bakteriofagdw na swojej powierzchni (158). Z drugiej
strony, komdrki meskie pozbawione pili F (np. wskutek wytrzgsania) nie
sg zakazane bakteriofagiem (160).

Adsorpcja wirusa na powierzchni pili F jest procesem specyficznym.
Ani defektywne czastki fagowe, ani inne rodzaje wirusdw nie przyts-
czajg sie do pili F (158). Jest to proces odwracalny, po adsorpcji wirusa na
powierzchni fragmentow pili F mozna odzyska¢ infekcyjne czastki (18).

Proces ten w niewielkim stopniu zalezy od temperatury. Adsorpcja
jest tylko dwukrotnie mniejsza w temperaturze 0° niz w 37°. Natomiast
infekcja, czyli wprowadzenie RNA fagowego do wnetrza komdrki, zachodzi
jedynie w temp. powyzej 34° (18).

Gdy po adsorpcji wirusa na powierzchni pili F odwirowano komdrki
z zaadsorbowanym fagiem, w supernatancie znaleziono duze ilosci pustych
kapsydéw wirusa oraz nie potgczone z nimi biatko dojrzewania (132). Przy-
puszcza sie, ze wirus przyczepia sie do pili F miejscem, gdzie otoczka wi-
rusa zamknieta jest biatkiem dojrzewania. Biatko dojrzewania odpada,
pozwalajagc na uwolnienie kwasu rybonukleinowego (119).
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Jak wazng dla infekcyjnosci wirusa RNA jest obecnos$¢ biatka dojrze-
wania w jego czasteczce, wskazujg doswiadczenia majgce na celu rekon-
strukcje czastek faga in vitro. Gdy zmieszano biatko kapsydu faga fr lub
MS2 z homologicznym RNA fagowym, otrzymano czasteczki przypomina-
jace normalnego wirusa z punktu widzenia wiasnos$ci fizyko-chemicznych
(68, 136), lecz infekcyjno$¢ takiego preparatu byta bardzo nikta. Dopiero
dodatek biatka dojrzewania do mieszaniny inkubacyjnej powodowat gwai-
towny wzrost infekcyjnosci (119).

Loeb i Zinder (97) stwierdzili, ze kazdy preparat fagobw RNA
wysoce oczyszczony na drodze wirowania w gradiencie gestosci, zawiera
80—95% nieinfekcyjnych czastek. Czastki takie sg jednorodne z punktu
widzenia wielkos$ci i gestosci. R6znig sie natomiast zdolnoscia adsorpcji
na pili F. Paranchych i wsp. (115) wykazali, ze 50% czastek faga
w takim preparacie nie jest w stanie zaadsorbowac sie na pili F. Pozostate
50% przytacza sie do pili F, ale tylko 1/5 tej ilosci uwalnia swoje RNA do
wnetrza komorki bakteryjnej.

2. Uwolnienie RNA

Jest to etap wymagajacy dostarczenia energii, nie zachodzi w temp. 0°
i nie wymaga obecnos$ci jonow dwuwartosciowych (113). Po adsorpcji faga
na pili F nastepuje uwolnienie RNA z otoczki biatkowej, przez co staje sie
on dostepny dla RNazy. Dzieki temu, inkubujgc meskie komorki E. coli
z bakteriofagiem f2 w obecnosci rybonukleazy z trzustki obserwuje sie
obnizenie infekcyjnosci mieszaniny, a takze nikte zakazenie E. coli bak-
teriofagiem (97).

3. Penetracja RNA

Etap ten wymaga obecnosci jonow dwuwartosciowych (magnez, wapn,
stront, bar), w stezeniu ponad 0,7 mM (113). Brak tych jonéw lub dodanie
wersenianu powoduje gromadzenie sie wrazliwego na RNaze kwasu rybo-
nukleinowego faga ina zewnatrz komorki bakteryjnej (125).

RNA wnika do komorki bakteryjnej swoim koricem 3' (103). Nie wia-
domo, ile czasteczek RNA fagowego moze sie znalezé wewnatrz komorki
gospodarza. Na powierzchni jednej pili F moze by¢ zaadsorbowanych na-
wet Kilkaset wirionéw (114), jednakze obliczenia oparte na aktywnosci
witasciwej faga (PFU/imp/min) wskazujg, ze do jednej komérki penetruje
jedna czasteczka RNA fagowego (18). W niektorych przypadkach ilos¢ pe-
netrujgcych czasteczek RNA fagowego musi by¢ wieksza niz 1, poniewaz
wykazano komplementacje in vivo miedzy mutantami amber faga f2 (157).
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IV. Replikacja RNA

RNA wirusowy, ktory wnika do komorki bakteryjnej, czyli RNA in-
fekcyjny, zostat symbolicznie oznaczony jako ni¢ ,,plus”. Proces jego re-
plikacji prowadzacy do utworzenia potomnego RNA, obeimuie dwa etapy
(10, 146, 147, 150) (schemat 1):

1) utworzenie na matrycy kwasu rybonukleinowego nici komplementar-
nej do niego, okre$lanej jako ni¢ ,,minus”,

2) utworzenie nici ,plus” RNA potomnego na matrycy nici komplemen-
tarnej ,,minus”.

ATP faktorv | i Il )
RNA fagowy + UTP  -—m— Aoeener nM, ni¢ komplementarna RNA (-) oo meeeee-— _— - RNA fagowy
\ GTP polimeraza RNA polimeraza RNA +)
1 cTP w2 * Mg2*
Schemat 1. Replikacja RNA wirusowego podana przez Augusta i wsp. (4 dla

RNA faga QP

Oba etapy prowadzace do utworzenia potomnego RNA katalizowane sa
przez enzym, polimeraze RNA, zwany rowniez replikazg lub syntetazg.

1. Polimeraza RNA

Enzym ten syntetyzowany jest na matrycy wirusowego RNA po zaka-
zeniu komdrki wirusem. lzolowanie enzymu jest utrudnione ze wzgledu
na obecnos¢ w komorce réznych enzymow, ktore dotgczajg rybonukleoty-
dy do istniejgcego tancucha RNA (126), a takze innych enzymoéw, Kktore
biorg udzial w syntezie RNA (fosforylaza RNA, syntetaza poliadenylo-
wa itd.). Cechg szczeg6lng polimerazy fagowego RNA jest jej wysoka
specyficznos¢ wzgledem matrycy, co pozwala odrézni¢ jg od enzymdw ko-
morkowych.

W 1963 roku trzy pracownie niezaleznie doniosty o wykryciu enzymu,
indukowanego w komérce bakteryjnej przez faga zawierajagcego RNA. Pre-
paraty enzymatyczne roznity sie jednak miedzy soba.

A. Weissmann i wsp. (154) z komoérek E. coli Hfr 3000 zakazo-
nych fagiem MS2 wyizolowali enzym, ktéry nazwali syntetazg RNA. Pre-
parat oczyszczono okoto 20-krotnie. Dodatek RNA fagowego lub innego nie
wzmagat aktywnosci enzymu, poniewaz preparat zawieral endogenng ma-
tryce. Dowodem tego byta utrata aktywnos$ci enzymu po potraktowaniu
preparatu rybonukleazg. Syntetaza RNA produkowata in vitro dwunicio-
wy kwas rybonukleinowy, ktérego jedno pasmo skiadato sie w 90% z nici
»plus” RNA faga, a drugie — w 80% z nici ,,minus”.

B. August i wsp. (6) wyizolowali enzym (polimeraza RNA zalez-
na od RNA) z niepermisywnego szczepu E. coli K38 zakazonego mutantem
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amber faga f2 (sus 11) (6). Szczep taki nie wytwarza dojrzalych czastek
fagowych, ale aktywno$¢ poMmerazy w zakazonych komaorkach i ilos¢ wy-
tworzonego RNA fagowego jest 5—10 razy wieksza niz w przypadku dzi-
kiego szczepu faga. Enzym oczyszczono 100-krotnie. W przeciwienstwie do
preparatu opisywanego przez Weissmanna i wsp. (154) wymagat on
dodatku RNA z zewnatrz. Specyficznos¢ jego wobec matrycy byta niska —
dodatek RNA faga f2, wirusa mozaiki tytoniowej, RNA rybosomalnego
lub rozpuszczalnego miat taki sam wptyw na aktywno$¢ enzymu. Sek-
wencja nukleotydowa produktu zalezata od RNA uzytego jako matrycy.

C. W pracowni Spiegelmana (62) wyizolowano enzym z komérek
E. coli zakazonych fagiem MS2. Preparat, nazwany replikaza RNA, wy-
magat jako matrycy RNA faga MS2. Dodanie innych naturalnych kwaséw
rybonukleinowych nie wptywato na aktywno$¢ enzymu. Podobnie byto
z replikaza RNA, wyizolowana przez ten sam zesp6t badaczy z komorek
E. coli zakazonych fagiem (63). Preparat ten wykazywat duzg specy-
ficzno$¢ wobec matrycy oraz wysokg aktywno$¢ syntetyczng w uktadzie
in vitro. Produkt otrzymany in vitro byt infekcyjny wobec sferoplastow
E. coli (127).

Lodish i Zinder (93, 95), opierajgc sie na badaniach nad synte-
za RNA in vivo u wrazliwych na temperature mutantéw faga f2, przypusz-
czali, ze w procesie replikacji RNA fagowego biorg udziat dwie rézne poli-
merazy: jedna specyficzna w stosunku do nici ,,plus”, druga do komple-
mentarnej nici ,,minus”. Prace innych autoréw nie potwierdzity jednak tej
mozliwosci.

Nietrwatos¢ opisanych wyzej preparatow nie pozwala na doktadniejsze
zbadanie struktury enzymu. Dopiero preparaty otrzymane z komorek za-
kazonych fagiem zachowywaly aktywno$¢ podczas wielomiesiecznego
przechowywania w niskich temperaturach, co umozliwito dalszy postep
prac nad wiasciwosciami i strukturg enzymu. Oczyszczony okoto 5000 ra-
zy enzym wykazywal w czasie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym
ruchliwo$¢ odpowiadajacg ciezarowi czasteczkowemu 150 000 dalto-
now (37).

Wysoka warto$¢ ciezaru czasteczkowego enzymu wzbudzata pewne
watpliwosci. Przypuszczano, ze czasteczka enzymu sktada sie z podjedno-
stek, poniewaz genom faga nie moze kodowac¢ polipeptydu, ktérego ciezar
czgsteczkowy znacznie przekracza 60 000, jezeli uwzgledni sie ciezary cza-
steczkowe pozostatych dwoch biatek faga. Pod koniec 1970 roku Kondo
i wsp. (84) zbadali preparat replikazy oczyszczony okoto 7000 razy
i stwierdzili, ze enzym sktada sie z czterech tancuchéw polipeptydowych,
z ktérych tylko jeden, o ciezarze 69 000, kodowany jest przez genom faga.
Czynny enzym dysocjowano siarczanem dodecylu w obecnosci merkapto-
etanolu i analizowano elektroforetycznie na zelu poliakrylamidowym.
Otrzymano cztery prazki, z ktérych tylko prazek ft ulegat znakowaniu po
zakazeniu komérek E. coli bakteriofagiem. Réwnolegle identyczne wyniki
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uzyskat Kamen (79). Pozostale trzy podjednostki, ktére pochodza
z organizmu gospodarza, maja ciezar czasteczkowy 75 000, 45 000, 35 000.
Dwie mniejsze podjednostki stymulujg w bakteryjnym uktadzie in vitro
synteze rybosomalnego RNA. Nie sg one cze$ciami sktadowymi bakteryj-
nej polimerazy RNA zaleznej od DNA, lecz stanowig tzw. faktor Wvopisany
przez Traversa iwsp. (137). Wyjasnia to do pewnego stopnia dlaczego
infekcja fagiem hamuje synteze rybosomalnego RNA gospodarza. Mozna
przypuszcza¢, ze ukitad replikujagcy RNA fagowy i uktad syntetyzujacy
RNAkomadrkowy wspotzawodniczg o faktor W. Ostatnio ukazaly sie prace
donoszace o probach izolowania podjednostki polimerazy RNA kodowanej
przez genom faga z hodowli zakazonych fagami f2 (44) i R17 (73).

Wirusowa polimeraza RNA jest enzymem wysoce specyficznym. Naj-
lepszymi matrycami dla polimerazy RNA faga Q3 jest jego wtasna nic
RNA (2, 63) oraz komplementarna do niego ni¢ ,,minus” (2, 45). Matryca-
mi mogg by¢ rowniez: RNA opisany przez Millsa i wsp. (100) jako
Lwariant” Q3 RNA (jest to czasteczka RNA o statej sedymentacji 12S, nie-
infekcyjna, o zredukowanym o 83% genomie), oraz RNA o statej sedymen-
tacji 6S (mala czasteczka sktadajgca sie z okoto 130 nukleotyddow) wyizo-
lowany przez Banerjee i wsp. (9) z zakazonych fagiem Q3 komorek
E. coli. Syntetyczny poli C oraz kopolimery rybonukleinowe, zawierajgce
w swym sktadzie kwas cytydylowy, moga by¢ réwniez wykorzystywane
przez ten enzym jako matryce do syntezy nici komplementarnej (32, 69).
Polimeraza RNA faga nie jest natomiast aktywna w stosunku do RNA
innych fagéw (63). Specyficzno$¢ enzymu moze byé nawet podstawg do
klasyfikacji wiruséw zawierajgcych RNA i podziat taki zaproponowali
Miyake iwsp. (102).

2. Replikacja RNA in vivo

Od momentu zakazenia komorki bakteryjnej wirusem RNA, nastepuje
szereg procesoéw, prowadzacych do namnozenia sig czastek wirusa. Caty
proces trwa kilkadziesigt minut, po uptywie ktdrych zachodzi zazwyczaj
liza komorki bakteryjnej i uwalniajg sie potomne czastki wirusa (57).

Zakazenie wywiera r6zny wptyw na metabolizm komorki bakteryjnej
w zalezno$ci od rodzaju atakujgcego jg wirusa. R6znice te sg znaczne na-
wet w odniesieniu do bardzo zblizonych do siebie fagow z grupy f2.
Zind er (164) stwierdzit, ze po infekcji komdrek E. coli fagiem f2, je-
dynie 5—10% catkowitej ilosci RNA, powstajgcego w komorce, jest RNA
fagowym, pozostata ilos¢ to RNA rybosomalny i mRNA E. coli. E1lis
i Paranchych (34) stwierdzili, ze w ciggu 15 minut po infekcji ko-
morek E. coli fagiem R17 synteza rybosomalnego RNA jest zahamowana
w 80%. Watanabe i wsp. (141) podaja, ze okoto 25% RNA syntety-
zujacego sie w komorce po infekcji fagiem Qf3 jest RNA fagowym, nato-
miast zakazenie fagiem R23 powoduje znaczniejsze zahamowanie meta-
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bolizmu komérki bakteryjnej: 60—70% nowopowstajgcego RNA jest
w tym przypadku wiaczane do fagdw potomnych.

Cramer i Sinsheimer (22) wyrdzniajg w procesie replikacji
RNA in vivo dwa etapy: wczesny, trwajacy do 10 minut i pézny rozpo-
czynajacy sie od okoto 20 minuty. We wczesnym etapie w ciggu pierw-
szych kilku minut po infekcji, RNA wirusowy stuzy jako matryca dla
syntezy specyficznej wirusowej polimerazy RNA (3, 62, 153, 154). Juz 3 mi-
nuty po zakazeniu przewazajaca ilos¢ RNA faga R17 odnajdywana jest
w kompleksie z polimerazg, jako rybonukleoproteidowa czgstka o statej
sedymentacji 40S (22, 71). Podobne, wczesnie powstajace kompleksy poli-
merazy RNA opisano dla RNA fagéw MS2 (153) i QP (46).

W warunkach lizy przeprowadzonej przy ImM stezeniu jonéw magne-
zu Cramer i Sinsheimer (22) odnalezli okoto 30% RNA w kom-
pleksie z mniejszag podjednostka rybosomalng (30S), ktéry podobnie jak
kompleks z polimerazg RNA sedymentuje jako 40S1 Takze inni autorzy
odnajduja, we wczesnym okresie po infekcji, RNA wirusowy w komplek-
sach z rybosomami i polisomami bakteryjnymi (41, 57, 58).

Kilka minut po infekcji coraz wieksza ilos¢ RNA wirusa, ktory wniknat
do bakterii, jest odnajdywana w strukturach dwuniciowych (41, 80, 95,
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Rys. 1. Kinetyka syntezy RNA, polimerazy RNA i potomnych fagéw w zainfekowanej
komorce bakteryjnej (wedtug Cramera i Sinsheimera (22))
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146), powstatych z potgczenia sie nici ,plus” z nowopowstatg nicig komple-
mentarng ,minus” (11). Nici komplementarne tworzg sie miedzy 5-tg
a 8-mag minutg po infekcji jako jedyny powstajacy w tym czasie RNA (10,
104). Powstawanie dwuniciowych struktur $ledzi sie badajgc opornos¢ RNA
na dziatanie rybonukleazy. Po okoto 10 minutach ilo$¢ ojcowskiego RNA
odnajdywana w dwuniciowej formie, opornej na dziatanie enzymu, osigga
swoje maksimum (22, 91) (rysunek 1). W miare uptywu czasu okoto poto-
wa tego RNA jest uwalniana ze struktury dwuniciowej (22, 41, 146).
Wiekszo$¢ dwuniciowego RNA znajduje sie w komdrce w potagczeniu z po-
lisomami (58, 71). Wedtug Go dsona (57) jednoniciowy RNA odnajdy-
wany jest w krotkich polisomach (2—5 rybosomoéw), a RNA dwuniciowy
w polisomach dtuzszych. Wedlug niego rybosomy wpetzajg na tworzacy
sie RNA potomny, zanim jeszcze synteza jego zostanie ukonczona; tak
wiec synteza biatek wirusowych rozpoczyna sie na powstajgcym, nieukon-
czonym RNA.

Miedzy 10 a 20 minutg po infekcji nastepuje w komorce bardzo gwal-
towny wzrost iloSci wirusowej polimerazy RNA; po 20—30 minutach syn-
teza enzymu ustaje niemal catkowicie (rysunek 1). Zahamowanie produkcji
polimerazy ttumaczy¢ mozna nagromadzeniem sie w komorce nowopow-
statego biatka kapsydu, ktére jest specyficznym inhibitorem syntezy poli-
merazy fagowej (31). Biatko kapsydu syntetyzuje sie na kilka minut przed
pojawieniem sie dojrzatego faga (106, 163). Opierajac sie na kolejnosci po-
jawiania sie specyficznych biatek wirusowych Watanabe iwsp. (141)
oraz Oeschger i Nathans (106) okres$lajg polimeraze jako biatko
~wczesne”, a biatko kapsydu jako biatko ,,p6zne”. W tym samym czasie,
gdy obserwuje sie gwaltowny wzrost aktywnosci polimerazy RNA, naste-
puje synteza RNA potomnego (22, 24), ktérego ilos¢ po 20 minutach prze-
wyzsza juz okoto 10-krotnie ilo$¢ nici komplementarnej ,,minus” (10).

Lodish iwsp. (92) oraz Horiuchi i wsp. (70) ttumacza wspom-
niang wyzej kolejno$¢ pojawiania sie biatek tym, ze ni¢ RNA wnikajgcego
do komorki kieruje syntezg polimerazy, a nici potomne RNA — syntezg
biatka kapsydu. Natomiast Oeschger i Nathans (106) donosza, ze
synteza potomnego RNA jest niezbedna dla normalnej syntezy zaréwno
polimerazy, jak i biatka kapsydu. Podobnie Watanabe i wsp. (141)
podajg, ze przynajmniej niewielka ilos¢ RNA potomnego jest potrzebna
dla syntezy polimerazy RNA faga R23. Potwierdza to Kaerner (77)
w przypadku komdrek zakazonych fagiem fr.

Synteza RNA potomnego oraz biatek wirusowych bezposrednio poprze-
dza kolejny etap, jakim jest powstawanie dojrzalego bakteriofaga. Etap

ten, przez Cramera i Sinsheifnera (22) zwany ,p6znym”, roz-
poczyna sie okoto 20 minut po infekcji, co jest zgodne z obserwacjami
wiekszosci autoréw (51, 57, 146). Cramer i Sinsheimer (22

obserwujg pojawianie sie w tym czasie czastek rybonukleoproteidowych
0 statej sedymentacji 45S, ktore wedtug nich sg prekursorami dojrzatego
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wirusa i sktadajg sie z RNA fagowego, biatka dojrzewania i biatka kapsy-
du. Godson (57) takze stwierdza istnienie prekursoréw dojrzatego faga,
ale sktadajacych sie jedynie z RNA i 1 lub 2 podjednostek biatka kapsydu,
nie zawierajacych biatka dojrzewania.

RNA wirusa, ktory zakazit komérke nie jest wbudowywany do potom-
nych czastek (25, 30). Takze ni¢ komplementarna ,minus” nie jest nigdy
odnajdywana w strukturze dojrzatych wiruséw (91).

3. Replikacja RNA in vitro

Badania nad replikacja RNA fagowego zostaty ogromnie utatwione
przez prowadzenie doswiadczen w uktadach bezkomdrkowych i wydaje sie,
ze procesy obserwowane in vitro dobrze odzwierciedlajg przemiany zacho-
dzagce w zywej komérce bakteryjnej. RNA powstaty w wyniku replikacji
in vitro jest infekcyjny (112, 127).

A. Przylgczanie RNA do polimerazy RNA. Jest to pierwsza reakcja
procesu replikacji RNA (2). Kompleks enzym-RNA wykryto zaréwno dro-
ga wirowania w gradiencie gesto$ci sacharozy jak i saczenia przez saczki
miliporowe (2). Polgczenie enzymu z RNA nie wymaga obecnosci troj-
fosfonukleotydéw, jonéw magnezu, ani faktoréw (schemat 1). Stata aso-
cjacji tego kompleksu wynosi 10_8l/mol. Badania nad wysyceniem enzymu
substratem wskazujg, ze kazda czasteczka enzymu przytacza jedng cza-
steczke RNA (2), a nadmiar RNA w stosunku do polimerazy (powyzej sto-
sunku molowego = 15) powoduje zahamowanie reakcji katalizowanej
przez enzym (85). Reakcja ta jest specyficzna w stosunku do matrycy.
Badania nad powinowactwem enzymu faga Q3 do innych RNA fagowych
i RNA E. coli wykazuja, ze jest ono $rednio 10 razy mniejsze od powino-
wactwa do naturalnej matrycy (2). Przypuszcza sie, ze enzym specyficznie
reaguje z okreslonym miejscem RNA Qf5, prawdopodobnie w poblizu jego
konca 3'oh (2, 23). Rozpoznawanie matrycy opiera¢ sie musi na czym$ wie-
cej, niz na powinowactwie enzymu do struktury pierwszorzedowej okres-
lonego obszaru RNA — odgrywac¢ tu musi role takze struktura drugorze-
dowa. Wiadomo, ze RNA stuzacy jako matryca musi by¢ niezdegradowa-
ny, gdyz fragmenty RNA faga Q3 nie majg whasciwosci matrycy (64).

Potagczenie enzym-RNA jest odwracalne, jednak w momencie rozpo-
czecia syntezy nici komplementarnej, enzym jest przytgczony nieodwra-
calnie do replikujacej struktury (2).

B. Ni¢ komplementarna. Ni¢ komplementarna ,,minus” jest pierwszym
produktem reakcji polimerazy z RNA fagowym (46) i wykrywana jest
przed pojawieniem sie RNA potomnego (26, 46, 149). Synteza jej potaczona
jest z zanikiem infekcyjnos$ci nici ,,plus” RNA wirusa (99) oraz pojawie-



580 A. WODNAR-FILIPOWICZ, J. PASSENT, A. LEONOWICZ [12]

niem sie dwuniciowej struktury, opornej na dziatanie rybonukleazy. Struk-
ture taka wyizolowano po odbiatczeniu mieszaniny reakcyjnej fenolem
(46, 105, 146, 147, 149). Ni¢ komplementarna jest nieinfekcyjna (45).

Synteza nici komplementarnej na matrycy RNA fagowego z udziatem
polimerazy RNA wymaga obecnosci tréjfosfonukleotydéw, jonéw Mg2+
(7) oraz dwdch wielkoczgsteczkowych faktoréw (schemat 1) opisanych po-
czatkowo jako frakcja faktorowa (7, 32, 33, 55, 65). Zostaty one wyizolo-
wane i oczyszczone przez Shapiro iwsp. (124) podczas wyodrebniania
polimerazy RNA faga Q5. Nie biorag one udziatlu w reakcjach, w ktdrych
jako matryce stuza: nici komplementarne ,minus” RNA QP (2, 55), a takze
RNA o statej sedymentacji 6S (9) oraz syntetyczne polimery zawierajace
kwas cytydylowy (69). Obecno$¢ faktorow nie wpltywa na kinetyke po-
wstawania kompleksu enzym-substrat, ale brak ich zahamowuje synteze
RNA wirusa (2). Oba te faktory obecne sg w komorce gospodarza przed
infekcjg wirusem (55, 124).

Z hodowli E. coli (szczep Q 13) wyizolowano dwa takie faktory (124):
Faktor | — oporny na grzanie i dziatlanie enzyméw proteolitycznych ma
statg sedymentacji 3S i ciezar czgsteczkowy 12—13 tys. daltonéw oraz ge-
sto$¢ pozorng charakterystyczng dla biatek.

Faktor Il —wrazliwy na temperature i dziatanie pepsyny, ma stalg se-
dymentacji 1,5.S.

Rozpoczecie syntezy nici komplementarnej $ledzi¢ mozna badajac in-
korporacje GTP do materiatu nierozpuszczalnego w zimnym kwasie troj-
chlorooctowym. Stwierdzono, ze wszystkie czasteczki RNA fagowego, to
znaczy zarowno ni¢ ,plus” RNA fagéw: QP (7, 8, 14), f2 (23, 120), R17
(121), R23 (139), MS2 (28), jak i nici komplementarne ,minus” faga
(8, 14), ,warianty” RNA (13) i RNA QP 6S (9, 76) posiadaja tréjfosfoguano-
zyne (pppG) na swoim kohcu 5. Kierunek narastania tarnicucha nici kom-
plementarnej jest od 5' do 3', czyli z rosngcym koricem 3' (2, 8, 14, 48, 161)
(schemat 2). Przyjmujgc antyrdwnolegty orientacje tancucha nici komple-
mentarnej do RNA ,plus”, stuzagcego jako matryca (14, 88), nalezy spo-
dziewac sie cytydyny na koncu 3' nici ,,plus” RNA. Tymczasem w 1965 ro-
ku Sugiyama (135) wykazat, ze na koncu 3' RNA faga MS2 znajduje
sie adenozyna, a przedostatnim jest nukleotyd pirymidynowy. Taki sam re-

zultat uzyskali Lee i Gilham (89) w badaniach nad kwasem rybo-
nukleinowym faga f2, a Weith i wsp. (155) nad RNA faga QP. W 1967
roku De Wachter i Fiers (27) oznaczyli sekwencje kilkunastu

nukleotydéw korica 3' RNA faga MS2 wykazujac, ze koricowg trojka nu-
kleotydowg jest CCACH ldentyczng sekwencje konca 3' maja kwasy ry-
bonukleinowe fagéw f2 (156), R17 (23) i Q3 (23).

Jesli wiec 5'-koncowym nukleotydem nici komplementarnej jest nie
trojfosfourydyna, ktdra parowataby sie normalnie z adenozyng na koncu
3', ale tréjfosfoguanozyna, ktora jest komplementarna do przedostatniego
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nukleotydu na koncu 3', to $wiadczy to o tym, ze synteza nici komplemen-
tarnej rozpoczyna sie z pominieciem adenozyny na koncu 3' nici ,,plus”.

Istnienie takiego mechanizmu potwierdzili Rensing i August
(118) w badaniach nad wptywem chemicznych modyfikacji konca 3' OH
na wiasnosci RNA faga Q3. Z badan tych wynika, ze utlenienie adenozyny
na koncu 3' kwasem nadjodowym, lub usuniecie jej za pomocg aniliny, nie

ni¢ "plus” 5 Hff GCCUGGGA ACCACCCAnY. ¥
ni¢ "minus” 3 Un CCCACCCU UGGUGGGHBBp 5
Schemat 2. Sekwencje nukleotydowe koncow 3' i 5' nici ,plus™ i komplementarnej

nici ,,minus” RNA faga R17 (wg Cory i wsp. (21))
Strzatka oznaczony jest kierunek narastania tancucha nici ,minus”

znoszg ani aktywnoS$ci matrycowej, ani infekcyjnosci RNA. Wskazuje to
zatem, ze albo RNA moze by¢ po tych modyfikacjach reperowany w wa-
runkach trwania reakcji z polimerazg RNA, albo ze enzym nie wymaga

Tablica 2

Wplyw chemicznych modyfikacji korica 3'0H RNA faga Qp na wiasciwosci RNA
(wg Rensinga i Augusta (118))

Aktywnos¢ RNA

Odczynnik Koniec 3'.Oh B jako matrycy Infekcyjnos¢
po modyfikacji 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 Cc C 25 6
Nadjodan, anilina, fosfataza,
nadjodan, anilina, fosfataza -C -C oh 33 39

obecnosci koncowej adenozyny. Interesujace jest, ze jesli usunagé te adeno-
zyne z pozostawieniem reszty fosforanowej na rybozie cytydyny poprze-
dzajacej adenozyne, to infekcyjnos¢ takiego RNA znacznie spada, podczas
gdy jego matrycowa aktywno$¢ obniza sie w mniejszym stopniu; $Swiad-
czy to o roli 3' kofAcowej grupy -OH w jakim$ innym procesie niz repli-
kacja RNA, byé moze przy penetracji komorki bakteryjnej. Mozna stwier-
dzi¢, ze wszelkie modyfikacje korica 3' odbijajg sie silniej na infekcyjnosci
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RNA niz na jego aktywnos$ci jako matrycy w procesie replikacji (tabli-
ca 2). Obie te aktywnosci zostajg jednak utracone, gdy usunieta zostanie
przedostatnia cytydyna. Potwierdzit to rowniez Kamen (78) w bada-
niach nad RNA faga R17.

August i wsp. (4, 5 wysuneli hipoteze, ze rola faktoréow 1 i I,
ktdre sg niezbedne w procesie tworzenia nici komplementarnej ,minus”
na matrycy infekcyjnej nici ,,plus” polega na regulowaniu inicjacji tego
procesu. Jesli RNA po preinkubacji z faktorem | wyizoluje sie z miesza-
niny reakcyjnej i bada jego wiasciwosci matrycowe, to okazuje sie, ze
dla syntezy nici ,minus” niezbedne jest dodanie nie tylko faktora IlI, ale
ponownie faktora I|. Je$li jednak podobnie postgpi sie z faktorem |IlI, to
preinkubowany RNA wymaga juz tylko dodatku faktora |. Wydaje sie
wiec, ze faktor | jest niezbedny dla samego przebiegu reakcji, za$ fak-
tor Il powoduje jaka$ trwalag modyfikacje w strukturze RNA. August
i wsp. postuluja, ze modyfikacja ta dotyczy konca 3'CH RNA i by¢ moze
polega na usunieciu koricowej adenozyny.

C. Forma replikacyjna i posrednia forma replikacyjna. Powstajaca
matrycy nici ,plus” ni¢ komplementarna ,minus” taczy sie z matryca
wigzaniami wodorowymi (88). W ten sposob powstaje dwuniciowa struk-
tura zwana ,forma replikacyjna” (ang. replicative form, RF) (51, 52). Po-
wstawanie dwuniciowych struktur RNA stwierdzono zaré6wno w warun-
kach replikacji RNA in vivo (1, 41, 51, 52, 80, 95, 146) jak i in vitro (99,
110, 111, 144, 145, 146, 149). W zakazonej komdrce bakteryjnej wykrywa
sie je przed pojawieniem sie RNA potomnego (47, 51). Podobne rezultaty
uzyskano w warunkach in vitro (99, 110, 149). Dwuniciowy RNA jest nie-
infekcyjny (110, 161) i oporny na dziatanie rybonukleazy (1, 11, 38, 40,
47, 80, 99, 145). Po denaturacji cieplnej mozna go rozdzieli¢ na ni¢ komple-
mentarng ,,minus” oraz infekcyjng ni¢ ,plus” (1, 40, 45, 52, 99). Obie nici
otrzymane po denaturacji sa wrazliwe na dziatanie rybonukleazy (1).

Frakcjonowanie na zelu poliakrylamidowym otrzymanych in vitro,
odpornych na dziatanie rybonukleazy struktur RNA wykazato istnienie
frakcji szybciej migrujacej — odpowiadajgcej formie replikacyjnej (RF)
oraz frakcji przesuwajgcej sie wolniej (12, 109, 128), okreS$lonej jako po-
Srednia forma replikacyjna (ang. replicative intermediate, RI). Posrednie
formy replikacyjne opisat po raz pierwszy Franklin (54). Ukazuja sie
one w poézniejszym okresie replikacji RNA, poprzedzane przez formy re-
plikacyjne, co wykazano zar6wno w reakcji in vivo (82), jak i in vitro
(12, 110).

Zdjecia z mikroskopu elektronowego wykazujg, ze posrednie formy
replikacyjne zbudowane sg z dwuniciowego rdzenia (ktérym jest forma
replikacyjna RNA) i przyczepionych do niego jednoniciowych fancuchéw
RNA (59). Takg budowe RI potwierdzity badania nad jej opornoscig na
dziatanie rybonukleazy (40, 54). Jest ona czesciowo podatna na dziatanie

na
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enzymu, a w wyniku trawienia uzyskuje sie catkowicie oporng na dzia-
tanie enzymu frakcje o statej 'sedymentacji 14S oraz jednoniciowe, nie-
kompletne taincuchy RNA potomnego. Stala sedymentacji 14S1jest cha-
rakterystyczna dla formy replikacyjnej (95, 149). Posrednie formy repli-
kacyjne sedymentujg szybciej; ich state sedymentacji wg réznych autoréw
wynoszg: 16—20S (38), 17—31S (40) a nawet do 40S (161).

Heterogennos$¢ frakcji Rl ma swoje uzasadnienie. Wykazano, ze im
wiekszg stalg sedymentacji ma posrednia forma replikacyjna, tym mniej-
sza jest jej oporno$é na dziatanie rybonukleazy (40) (tablica 3). Im dtuzszy
jest fragment, lub im wiecej jest fragmentdw RNA potomnego, przycze-
pionego do dwuniciowego RNA, tym wieksza jest stata sedymentacji po-
Sredniej formy replikacyjnej. Granboulan i Franklin (59) wy-
kazali, ze na jedng czasteczke RI przypada jedna nieukonczona ni¢ RNA
potomnego. Fiers i wsp. (48) twierdzg natomiast, ze tafcuchéw tych
moze byé kilka i obliczyli, ze przecietna warto$¢ statej sedymentacji ta-
kich nieukonczonych odcinkdw RNA potomnego wynosi 2,5S. Wedlug
Vandenberghe’a i wsp. (161) ilos¢ rosngcych tafncuchéw RNA na
jednej czasteczce RI wynosi okoto 2,5.

Tablica 3

Odporno$¢ na dziatanie rybonukleazy specyficznych fagowych struktur RNA (wg Eriksona

i wsp. (40))
RNA Stata sedymentacji % opornosci
$20,w na rybonukleaze
Jednoniciowy RNA fagowy 27 <1
Forma replikacyjna 14 >95
Posrednie formy replikacyjne 17 72
23 57
31 43

Wielu autoréw dyskutowato problem mechanizmu powstawania RNA
potomnego. Jesli bytby to mechanizm konserwatywny, to podczas syntezy
RNA potomnego RNA matrycowy ,,plus” pozostawatby przez caly czas
w dupleksie z nicig ,,minus”. W przypadku replikacji semikonserwatyw-
nej nowopowstajacy RNA potomny wchodzitby w kompleks z nicig kom-
plementarng wypierajgc z niego starg ni¢ ,plus” (rysunek 2).

Zdaniem wiekszosci autorow replikacja RNA wirusowego jest proce-
sem semikonserwatywnym (47, 81, 94, 95, 105, 146), jednakze Kelly
i Sinsheimer (83) badajac oporno$¢ na rybonukleaze ojcowskich
i rosngcych potomnych fancuchéw RNA faga MS2 stwierdzili, ze zarow-
no jedne jak i drugie moga byé z rownym prawdopodobienistwem uwal-
niane z posredniej formy replikacyjnej (RI), czyli ze réwnie dobrze wy-
stepowa¢ moze mechanizm replikacji konserwatywnej, co semikonser-
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watywnej. Billeter i wsp. (10) badajgc replikacje in vivo RNA faga
MS2 stwierdzajg réwnoczesne wystepowanie obu mechanizmow.

W celu wyjasnienia tego problemu interesujgce doswiadczenia wyko-
nali Francke i Hofschneider (53). Wiadomo, ze ni¢ komple-
mentarna, wchodzaca w sklad zaréwno RF jak i RI, nie jest infekcyjna
(74, 116). Potomne nici ,,plus” w trakcie syntezy na dwuniciowym RNA
sa takze nieinfekcyjne, gdyz sg jeszcze nieukonczone. Zatem jedyng in-"
fekcyjna nicig posredniej formy replikacyjnej jest pierwotna nié¢ ,plus”.

RO

=

(i)

Rys. 2. Schemat semikonserwatywnego i konserwatywnego mechanizmu replikacji

RNA wirusowego wedtug Francke i Hofschneidera -(53)
m —i¢ ,,plus” RNA, 0 —komplementarna ni¢ ,,minus” RNA,~ —potomna ni¢ ,plus” RNA
(A) —semikonserwatywny, (B) —konserwatywny mechanizm replikacji

Infekcyjnos$¢ nici ,,plus” moze by¢ utracona pod wplywem formaldehydu
(129), reagujacego z grupami aminowymi niesparowanych zasad RNA (50).
Bishop i Koch (15) wykazali, ze dwuniciowa struktura infekcyjnego
RNA z nicig ,minus” zabezpiecza go w reakcji z formaldehydem przed
utratg infekcyjnosci. Jesli wiec replikacja RNA odbywac sie bedzie wedtug
mechanizmu semikonserwatywnego, to uwalniany z kompleksu RNA
»plus” traci¢ bedzie swa infekcyjnos$¢ pod wptywem formaldehydu. Jesli
replikacja zachodzi na drodze konserwatywnej, to reagowa¢ z formalde-
hydem bedg jedynie niesparowane, nowopowstajgce nici RNA, a pierwot-
na ni¢ ,,plus” po rozpleceniu kompleksu bedzie nadal infekcyjna. Francke
i Hofschneider wykazali, ze formaldehyd znosi w 80°/0 infekcyjno$¢ struk-
tur replikacyjnych RNA, co wskazuje na przewage mechanizmu semi-
konserwatywnego nad konserwatywnym.

Duze znaczenie dla prac nad mechanizmem replikacji RNA fagowego
miato wyizolowanie nici komplementarnej RNA faga R17 przez lglew-
skiego i Frarlklina (74) oraz RNA faga Q3 przez Poll eta
i wsp. (116) i wykazanie, ze taki jednoniciowy RNA ,minus” stuzy jako
matryca dla syntezy infekcyjnego RNA ,,plus” (45, 150). Szybko$¢ syntezy
oraz ilos¢ RNA utworzonego in vitro na matrycy nici komplementarnej od-
powiada ilosci RNA potomnego powstatego w warunkach in vivo (10, 150).

Juz w 1965 roku Borst i Weissmann (16), badajac in vitro re-
akcje RNA faga MS2 z polimerazg zwrécili uwage, ze by¢ moze w normal-
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nych warunkach ni¢ ,,plus” RNA nie jest potgczona z nicig ,minus” wig-
zaniami wodorowymi w dwuniciowg strukture. Twierdzili oni, ze obie nici
sg ze sobg potgczone tylko miejscowo, za posrednictwem polimerazy RNA.
Enzym miatby zapobiega¢ jednoczesnie komplementacji obu nici na duzej
przestrzeni i dopiero usuniecie go fenolem prowadziloby do powstania
dwuniciowego kompleksu, opornego na dziatanie rybonukleazy. Feix
i wsp. (46) oraz Weissmann iwsp. (151) réwniez przedstawili dowo-
dy na to, ze dwuniciowe struktury nie sg niezbedne dla procesu replikacji
RNA i ze oporne na dziatanie rybonukleazy dwuniciowe formy RNA s3
artefaktami powstatymi podczas izolacji. Co wiecej, nie udato sie zrekon-
struowaé¢ aktywnego kompleksu polimerazy RNA z wyizolowanymi for-
mami dwuniciowymi (45, 99, 151). Enzym ten ani nie inicjowal syntezy
potomnego RNA w obecnosci RNA dwuniciowego, ani nie katalizowat wy-
dtuzania nieukonczonego potomnego RNA w obecnosci posredniej formy
replikacyjnej. Dopiero rozplecione nici tworzyly z polimerazg aktywny
kompleks. Sugestie, ze dwuniciowe struktury nie sg funkcjonalne w pro-
cesie replikacji RNA, przedstawito szereg badaczy (16, 22, 149, 150).

Prace te wskazujg, ze w procesie replikacji RNA wirusowego nie bio-
rg udziatu dwuniciowe formy posrednie, ale wolna komplementarna nic
»minus”, z ktérg na niewielkim odcinku paruje sie nowopowstajacy RNA
(10, 150, 151). W takiej sytuacji nie istniatby tez problem konserwatyw-
nego czy semikonserwatywnego mechanizmu replikacji.

Z powyzszymi rozwazaniami wigze sie jeszcze jedno interesujgce za-
gadnienie, a mianowicie problem relacji tych struktur RNA do katalizu-
jacego synteze RNA enzymu — polimerazy RNA. Wiadomo, Zze od momen-
tu, gdy na matrycy nici ,,plus” rozpocznie sie synteza komplementarnej ni-
ci ,minus”, enzym pozostaje trwale zwigzany z replikujgcag strukturg (2).
Co jednak dzieje sie z enzymem, gdy synteza nici komplementarnej zo-
stanie ukonczona?

Jesli zatozymy, ze enzym pozostaje nadal zwigzany z replikujacg struk-
turg, to nasuwa sie interesujaca hipoteza kotowej struktury RNA, dosc
dtugo rozwazana przez réznych autoréw (29, 45, 66, 74). Jako pierwsi po-
dalijg Brown i Martin (20), ktérzy zaproponowali kotowy model
dla nici komplementarnej RNA matych wiruséw zwierzecych. Obserwo-
wali oni nawet tafncuchy RNA dluzsze od normalnych, powstajagce w przy-
padku, gdy zaklécona zostanie prawidlowa terminacja syntezy RNA.
Oznacza to, ze enzym przesuwa sie po nici komplementarnej od jej konca
3' do 5' syntetyzujagc RNA potomne, po ktérego ukonczeniu znajduje sie
znow w poblizu konca 3' nici komplementarnej i nie oddysocjowujgc moze
rozpoczac synteze nowego tancucha RNA. Hipoteza ta w przypadku RNA
bakteriofagéw jest tym bardziej prawdopodobna, ze fragmenty sekwencji
nukleotydéw koncoéw 3' i 5' nici ,,minus” sag wobec siebie komplementarne,
podobnie jak komplementarne sg sekwencje nukleotydowe koncéw 3'
(zwyjatkiem ostatniej adenozyny) i 5' nici ,,plus”.
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De Wachter iwsp. (29) przypuszczajg ponadto, ze miejscem roz-
poznawanym przez fagowg polimeraze RNA sg lezgce blisko siebie konce
3'i 5' jednej nici; ttumaczy to jednocze$nie specyficzno$¢ enzymu zaréw-
no wobec nici ,plus”, jak i nici ,minus”, bowiem konicowe sekwencje
nukleotydowe obu nici sg do siebie bardzo podobne.

Obecnie przyjmowana teoria odrzuca jednak hipoteze kotowej struk-
tury RNA. Zaktada ona, ze po ukonczeniu syntezy nici komplementarnej
na matrycy nici ,,plus” nastepuje dysocjacja kompleksu to znaczy zaréw-
no rozdziat obu nici jak i oddysocjowanie od nich polimerazy, ktora przy-
facza sie nastepnie do pojedynczej nici i rozpoczyna synteze nowej cza-
steczki RNA.

D. Synteza potomnego RNA. Synteza potomnej nici ,,plus” RNA wiru-
sowego na matrycy nici komplementarnej ,minus” zachodzi réowniez
w kierunku od 5' do 3' (2, 7, 8, 128, 161). Przebiega ona antyréwnolegle
w stosunku do nici komplementarnej, a zatem rozpocza¢ sie moze dopiero
w momencie, gdy catkowicie ukoriczona zostanie synteza nici ,minus” (8,

U--G
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U—A
C—G
A—U A A C

A_u a CUUGAGC A

U~ A G It Mil cr

G-C G CAGCUCG o
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Schemat 3. Hipotetyczna struktura drugorzedowa sekwencji nukleotydowych kon-
cow 3' nici ,,plus” i nici ,minus” RNA faga R17 podana przez Cory i wsp. (21)
(A) —3'koncowy fragment nici ,plus”, (B) —3'kQncowy fragment nici ,minus” RNA faga R17

48). Istotne jest, ze w odrdéznieniu od syntezy nici komplementarnej, syn-
teza RNA potomnego nie wymaga obecnosci faktoréw | i Il (2, 21). By¢
moze tym jttumaczy sie fakt, ze ilos¢ RNA ,plus” powstajacego zaréwno
w warunkach in vivo, jak i in vitro, jest okoto 10-krotnie wieksza od ilosci
powstajacej nici komplementarnej (10, 148, 151). Konieczno$¢ obecnosci
faktorow bytaby czynnikiem ograniczajgcym synteze nici ,,minus”. Tym
wyjasni¢ tez mozna obserwacje, ze szybko$¢ syntezy RNA jest wieksza
gdy ni¢ komplementarna, a nie np. RNA QP, stuzy jako matryca w re-
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akcji (45, 151). Interesujace tlumaczenie roli jednego z wyzej wspomnia-
nych faktoréw podaja Cory i wsp. (21). Autorzy ci oznaczyli sekwencje
pierwszorzedowg kornca 3' RNA faga R17 i na podstawie oznaczonej row-
niez sekwencji konica 5 RNA -tego faga wydedukowali sekwencje 3' koni-
cowg nici komplementarnej. Dla fragmentdw 3' koncowych obu nici (a do
nich witasnie przytgcza¢ sie ma polimeraza RNA inicjujagca synteze tan-
cuchéw komplementarnych) autorzy podajg hipotetyczng strukture dru-
gorzedowgq (schemat 3). Jeden z faktorow potrzebnych, jak wiadomo, tylko
wtedy gdy matrycg jest ni¢ ,plus” madgtby stuzy¢ do rozplecenia dwéch
dodatkowych par zasad, ktére réznig terminalng petle nukleotydowa nici
»plus” od nici ,,minus”.

Feix i wsp. (45 wykazali, ze powstaty in vitro RNA jest infekcyj-
ny. Poniewaz ni¢ komplementarna jest nieinfekcyjna, to oznaczajac sama

infekcyjno$¢ mozna okresli¢ szybkos¢ syntezy RNA wirusowego. Wynosi
ona okoto 30 nukleotyddéw/sek. w temp. 37°C.

5'-kohcowym nukleotydem RNA potomnego jest trojfosfoguanozyna
(7, 8). Na 3'-koncu tego RNA powinna znalez¢ sie cytydyna komplemen-
tarna do pppG znajdujgcego sie na koncu 5' nici ,minus”. Okazato sie
jednak, ze na 3'-koricu RNA faga QR zsyntetyzowanego in vitro mozna
odnalez¢ cytydyne lub adenozyne (118). Podobnie Lee i Gilham (89)
odnajdujg badz jeden nukleozyd badz drugi- na koncu 3' RNA faga f2
i MS2. Mechanizm, dzieki ktéremu do zsyntetyzowanego taricucha RNA
dodawana jest adenozyna nie jest wyjasniony. Przyjagé mozna, ze w pro-
cesie tym nie biorg udziatu faktory, gdyz jak stwierdzili Rensing
i August (118) powstaty in vitro RNA QR 6S moze mie¢ na swym kon-
cu 3' badz adenozyne badZz cytydyne, a replikacja jego odbywa sie bez
udziatu faktoréw (9. Rensing i August (118) poszukujac enzy-
mu, ktéry mdgitby katalizowa¢ omawiang reakcje stwierdzili, ze nie spet-
nia tej roli ani polimeraza poliA, ani pyrofosforylaza adenylowa. Nie ka-
talizuje tej reakcji rdwniez nukleotydylotransferaza, ktéra zdolna jest do-
taczy¢ zaréwno cytydyne jak i adenozyne do tRNA (117). Przypuszczajg
oni, ze proces dodawania ostatniej adenozyny do nici ,,plus” RNA katalizo-
wany jest przez samg polimeraze RNA faga.
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WITOLD FILIPOWICZ *, WLODZIMIERZ ZAGORSKI **

Wirusy bakteryjne zawierajace kwas rybonukleinowy
Il. RNA i jego translacja

Bacterial RNA Viruses
I1. RNA and its Translation

The recent data concerning the primary and secondary structure of RNA from
small bacteriophages are reviewed. The regulatory mechanisms involved in the
translation of phage RNA are discussed.

Grupa matych bakteriofagdw Escherichia coli zawierajagcych jako ma-
terial genetyczny RNA oraz proces replikacji RNA tych wiruséw zostaty
omoéwione w innym artykule (136). W tej pracy przedstawiono poglady
dotyczace sekwencji pierwszorzedowej RNA matych bakteriofagow oraz
funkcji tego RNA w procesie biosyntezy biatka. Od kilku lat w wielu
pracowniach intensywnie bada sie mechanizm translacji fagowego RNA,
poniewaz jest to jedyny w tej chwili, dos¢ tatwy do wyizolowania, mMRNA
aktywny w uktadzie bezkomoérkowym z E. coli. W wyniku tych badan
poznano dos¢ dobrze procesy zwigzane z inicjacja, elongacja i terminacja
syntezy trzech specyficznych polipeptydéw fagowych. Niektére z tych za-
gadnien zostaty obszernie omowione w artykutach przegladowych (66,
105, 117).

Ze wzgledu na duze podobienstwo fagéw z tej grupy, jak i ich czaste-
czek RNA, dane dotyczace jednego z fagbw mozna w wiekszosci przypad-
kow odnosi¢ réwniez i do innych. Jedynie fag Qfi rézni sie nieznacznie
wielkoScig oraz ciezarem czasteczkowym zawartego w nim RNA od po-
zostatych fagow (MS 2, R 17, 2, M 12, fr).

I. RNA matych bakteriofagéw i kodowane przez niego biatka

1. Wiasnosci RNA
Kwas rybonukleinowy stanowi okoto 30% masy czasteczkowej ma-
tych bakteriofagéw (37, 109).

* Lek. med., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
** Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
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W skiad dojrzatego wiriona wchodzi jedna liniowa czasteczka RNA
(z wolnymi koncami 5'p i 3'-OH) o statej sedymentacji okoto 21S (37, 81)
i masie czasteczkowej okoto 1,1 min daltonéw, zawierajgca 3300— 3400
nukleotydow. RNA faga Qf3 jest nieco wiekszy i posiada statg sedymentacji
okoto 29S (90). Ostatnio doniesiono nawet, ze jego ciezar czgsteczkowy wy-
nosi okoto 1,5 min (9). W sktad RNA matych bakteriofagdw nie wchodzg
zadne nietypowe zasady; dla przykiadu, sktad nukleotydowy RNA faga f2,
pierwszego wyizolowanego faga z tej grupy przedstawia sie nastepujgco:
A —21,8%, U— 26,4%, G — 25,5%, C— 26,4% (75).

Z badan Straussa i Sinsheimera (109, Mitry i wsp. (81)
oraz Boedtker (8 wynika, ze wyizolowany bakteriofagowy RNA ma
rozbudowang strukture drugorzedowg. W oparciu o przyrost absorpcji
w ultrafiolecie podczas reakcji RNA z formaldehydem stwierdzono, ze
okoto 70% jego zasad wystepuje w obrebie struktur dwuniciowych.
Isenberg i wsp. (561) analizujagc widmo w podczerwieni zarowno RNA
wyizolowanego z faga \i2 jak rowniez RNA znajdujacego sie w czastce fa-
gowej stwierdzili, ze w obu przypadkach 63+5% zasad znajduje sie
w strukturze dwuniciowej. Wyniki badan nad sekwencjg pierwszorzedowg
RNA bakteriofagowego wskazujg réwniez na mozliwos¢ istnienia w jego
obrebie licznych dwuniciowych petli (18, 31, 52). Rola struktury drugo-
rzedowej w regulacji translacji fagowego RNA zostanie omdwiona w dal-
szej czesci artykutu.

2. Kolejnos¢ cistron6w w RNA fagowym

Analizujagc mutanty amber i UGA fagéw f2 (129, 138), R 17 (41, 115),
MS 2 (118) oraz Q3 (47) stwierdzono wystepowanie u tych bakteriofagow
trzech grup mutantéw odpowiadajacych mutacjom w genach dla: biatka
kapsydu (biatka ptaszcza), biatka dojrzewania (zwanego réwniez biat-
kiem A) oraz polimerazy fagowego RNA (zwanej réwniez replikazg RNA
lub syntetazg RNA). Dowody genetyczne, ze RNA fagowe zawiera infor-
macje tylko dla trzech polipeptydéw potwierdzono za pomocg syntezy
trzech specyficznych biatek fagowych zaréwno in vivo w zakazonych fa-
giefri komérkach Escherichia coli (34, 85, 121) jak i in vitro w uktadzie bez-
komoérkowym z E. coli w obecnosci fagowego RNA jako matrycy (16, 26,
72, 122).

Kolejno$¢ cistronow dla polipeptydéw fagowych jest nastepujgca: naj-
blizej konca 5' czasteczki RNA znajduje sie cistron biatka dojrzewania,
w $rodku jest cistron biatka kapsydu, przy kornicu 3' czgsteczki znajduje sie
cistron kodujacy polimeraze RNA. Dowody, ze kolejno$¢ cistronow jest
wiasnie taka pochodza z eksperymentdw biochemicznych (53, 60, 99), po-
niewaz nie mozna byto postuzy¢ sie w przypadku nierekombinujgcych
RNA — bakteriofagéw klasyczna metodyka genetyczng. Najbardziej prze-
konywujacych dowod6w dostarczyly badania sekwencji pierwszorzedo-
wej RNA fagow R 17, MS 2i Q3. W przypadku RNA fagéw R 17 (87) i MS 2
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(31) wyizolowano i oznaczono sekwencje nukleotydéw fragmentéw zawie-
rajagcych jednoczesnie koniec cistronu biatka kapsydu oraz poczatek cistro-
nu polipeptydu polimerazy. W RNA MS 2 (22), R 17 (92, 108) oraz Q3 (7,
104) oznaczono sekwencje nukleotydowe diugich fragmentéw od koncow
5" RNA i stwierdzono, ze zawierajg one miejsca, w ktorych inicjowana
jest synteza biatek dojrzewania.

3. Charakterystyka polipeptydéw kodowanych przez fagowy RNA

Zaréwno in vivo, jak in vitro RNA fagéowe stymuluje synteze trzech
specyficznych polipeptydow: biatka kapsydu, biatka dojrzewania oraz po-
lipeptydu polimerazy RNA. Dzigki réznicom w ciezarze czasteczkowym
polipeptydow mozna je rozdzieli¢ na kolumnach z zelu poliakrylamido-
wego w obecnosci 0,1% siarczanu dodecylu. Rysunek 1 przedstawia taki
rozdziat polipeptydéw zsyntetyzowanych pod wpltywem RNA faga MS 2
in vitro i in vivo w zainfekowanych sferoplastach z E. coli.

3600
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30 40
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Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym specyficznych polipe-

ptydéw zsyntetyzowanych pod wptywem MS2 RNA w warunkach in vitro i in vivo.

Polipepty<3y w dos$wiadczeniach in vitro znakowane sg 14C-leucyna, a w doswiadczeniu in vivo
—sH-leucyna.

(P) — polipeptyd RNA-polimerazy, (A)— biatko dojrzewania, (K)—biatko kapsydu (wg 119).

Gtownym sktadnikiem biatkowym omawianych bakteriofagow jest
biatko ptaszcza — polipeptyd o ciezarze czagsteczkowym okoto 14 000. Jeden
wirion zawiera 180 czasteczek tego biatka (29). Poznana jest sekwencja
aminokwasowa biatek kapsydu fagéw f2 (127), R 17 (126) oraz QP (59).
Sekwencje biatek kapsydu fagéw R 17, M 12, f2 i MS 2 r6znig sie miedzy
sobg tylko jednym aminokwasem (29, 62) na ogding liczbe 129. Wskazuje
to na bliskie pokrewienstwo tych bakteriofagéw. Biatka kapsydu tych
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fagow, jak rowniez faga Q3 nie zawierajg histydyny (28, 90). Biatko kap-
sydu faga Q$ nie zawiera ponadto tryptofanu i metioniny (59). Poniewaz
dwa pozostate polipeptydy fagowe zawierajg wszystkie aminokwasy moz-
na je tatwo odrozni¢ od biatka kapsydu. Zaréwno in vivo jak i in vitro
biatko kapsydu tworzy sie w znacznie wiekszych iloSciach od pozostatych
biatek (16, 26, 34, 85, 122) (rysunek 1).

Biatko dojrzewania (4, 71) jest drugim obok biatka kapsydu struktu-
ralnym biatkiem czastki fagowej (106, 120); wedtug Ste.it z (107) kazdy
wirion zawiera tylko jedna jego czasteczke. Role tego biatka omdwiono
szerzej w innym artykule (136). Ciezar czasteczkowy biatka dojrzewania
faga R 17 okreslany jest na okoto 35—40 tys. (107), a faga na 44 tys.
(82. Weiner i Weber (133) oznaczyli sekwencje N-koncowg biat-
ka dojrzewania faga Qf3 jako NHZ2Pro-Liz-Leu-Pro. In vivo w zakazonych
fagiem komoérkach polipeptyd ten tworzy sie w niewielkich ilosciach (85,
121) (rysunek 1). Biatko dojrzewania powstaje réwniez w niewielkich ilos-
ciach in vitro w ukladzie z E. coli w obecnosci RNA faga f2 (72, 73).
W uktadzie otrzymanym z komorek Bacillus stearothermophilus rybosomy
inicjuja na RNA f2 synteze tylko biatka dojrzewania; pozostate dwa fa-
gowe polipeptydy nie sg w tych warunkach inicjowane (68).

Garwes i wsp. (36) sugerowali wystepowanie w izolowanych wi-
rionach QP dwdch rodzajéw biatka dojrzewania. Potwierdzono to réwniez
syntezg czterech roznych polipeptydéw in vitro w uktadzie bezkomérko-
wym z E. coli pod wptywem RNA Q3 (48). Wydawato sie, ze ttumaczy to
dlaczego RNA faga QP jest wiekszy od RNA innych bakteriofagéw. Ostat-
nio wykazano jednak w kilku pracowniach (48, 82, 132), ze znajdowany
wsérod biatek QP dodatkowy, czwarty polipeptyd jest biatkiem kapsydu,
ktorego synteza nie zostaje zakonczona na wiasciwym dla niego kodonie
terminalnym. W wyniku tego powstaje znacznie dtuzszy od normalnego
biatka kapsydu polipeptyd posiadajacy okoto 200 dodatkowych amino-
kwasow przy koncu czasteczki z grupg -COOH. Sekwencja N-koncowa
tego polipeptydu jest identyczna z sekwencjg N-kofAcowg biatka kapsydu
(82, 132).

Polimeraza RNA (16, 26, 34, 85, 121) jest polipeptydem kodowanym
przez najwiekszy cistron RNA matych bakteriofagéw (85, 120, 121). We-
dlug Kamena (55) ciezar czasteczkowy tego polipeptydu w przypadku
faga Q3 wynosi okoto 65000. Garwes i wsp. (36) podajg c.cz. okoto
49 000. Najlepiej poznang fagowa polimeraza RNA jest polimeraza (55,
58). Polipeptyd ten nie jest odnajdywany w strukturze dojrzalych czastek
fagowych. Zaréwno in vivo jak i in vitro tworzy sie on w ilosciach zna-
cznie mniejszych od biatka kapsydu (121, 122) (rysunek 1). Czynny enzym
jest kompleksem powstajgcym z potaczenia sie polipeptydu kodowanego
przez RNA fagowe z trzema innymi polipeptydami bakteryjnymi (55, 58).
Dziatanie fagowej polimerazy RNA zostalo oméwione w innym arty-
kule (136).
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I1. Badania nad strukturg pierwszorzedowg RNA matych bakteriofagéw
1. Fragmenty 3’- i 5-kofAcowe

Z powodu trudnosci metodycznych oraz duzej wielkosci czasteczki
RNA fagowego, badania jego sekwencji nukleotydowej ograniczaly sie
przez wiele lat tylko do krotkich fragmentéw 5’ i 3,-koncowych. Tablica 1
przedstawia sekwencje nukleotydowe obu koncéw czasteczek RNA ro6z-
nych bakteriofagow.

a Tablica 1

Sekwencje nukleotydowe koncéw 5’ i 3 RNA roznych bakteriofagéw

. j N Pozycja 1
Fag Koniec 5’ Iilzsrzgtcdfy Koniec 3 Iiterzg;ujry
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-0OH2 (18)
a pppGGG(G)ACCCCCC.-18 7 ..GCCCUCUCUCCUCCCA-
-OH (135)
b pppGGGGACC... (21)
Qe ¢ pppGGGGGAAC... (21) ..GCCCUCUCUCUCCCCA- (20)
-OH
d pppGGGAC... (137)

1 sekwencje te sa fragmentami diuzszych sekwencji koncowych oznaczonych przez cytowanych autorow,
2 sekwencja podana w oparciu o znang kolejno$¢ nukleotydéw komplementarnego konca 5’ nici (+) RNAR17
3 nie wiadomo czy w pozycji w nawiasie znajduje sie G czy tez GG.

Jak wida¢ z tablicy 1, koniec 5 RNA wszystkich fagow rozpoczyna sie
trojnukleotydem pppGGG; najczesciej spotykang sekwencja konhca 3’ jest
-CCCA-OH. Znaczny jednak procent RNA wyizolowanego z bakteriofagow
zawiera na koncu 3’ sekwencje -CCC-OH (61, 91, 135). RNA fagéw MS2,
R 17 i f2 majg jednakowg strukture pierwszorzedowg diuzszych fragmen-
tow koncowych; potwierdza to dane o ich bliskim pokrewienstwie. Istniejg
znaczne rozbieznos$ci co do sekwencji korica 5> RNA QP. De Wachter
i Fiers (21) stwierdzili w wyizolowanym RNA istnienie prawie réwno-
waznych ilosci dwdch réznych sekwencji (tablica 1 b i c). Odmienne wy-
niki uzyskali Billeter iwsp. (7)oraz Young i Fraenkel-Con-
rat (137) (tablica 1 ai d). Na podstawie znanej sekwencji korica 5° RNA
fagowego mozna wydedukowac kolejno$¢ nukleotydéw konhca 3-OH kom-
plementarnej nici (—) RNA. Poréwnanie sekwencji nukleotydowej konca
3’ nici (+) i nici (—) jest interesujgce ze wzgledu na to, ze na obu tan-
cuchach do tego regionu musi przytgczaé sie polimeraza RNA rozpoczy-
najagca synteze nici komplementarnych. Wspdlng sekwencjg dla obu jest
heksanukleotyd CCACCC, ktéry moze by¢ fragmentem rozpoznawanym
przez enzym (18).
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Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage, ze koniec 5° RNA wszystkich bakte-
riofagow nie zawiera kodonow inicjacyjnych AUG dla N-formylo-metio-
nylo-tRNA, podobnie jak na kohcach 3’ nie wystepujg kodony kofczgce
synteze tarficucha polipeptydowego (UAA, UAG, UGA). Swiadczy to, ze
inicjacja syntezy tahncucha polipeptydowego przez rybosom odbywra sie
wewnatrz tancucha mRNA, a ponadto potwierdza przypuszczenia, ze w
RNA fagowym istniejg fragmenty, ktore nie sg odczytywane przez rybo-
somy. Istnienie takich fragmentéw sugerowano gtéwnie na tej podstawie,
ze ilo$¢ nukleotydéw w RNA fagowym jest znacznie wieksza niz potrzeb-
na do kodowania trzech specyficznych, fagowych polipeptydéw. Czastecz-
ka RNA bakteriofagow R 17 i MS 2 zawiera bowiem okoto 3300 nukleoty-
déw (37, 109) a trzy geny dla biatek tych fagobw wymagajg nie wiecej niz
3000 nukleotydow. Dos$¢ diugie niettumaczone sekwencje na koncach czg-
steczki RNA, jak réwniez w obszarach miedzycistronowych mogg spetniac
rozmaite funkcje regulacyjne w syntezie RNA i biatek fagowych.

2. Sekwencje nukleotydowe diuzszych fragmentow RNA

Grupa Sangera (14, 15, 98) opracowata w latach 1965—1969 mikrome-
tody rozdziatu i oznaczania sekwencji znakowanych 3P oligonukleotydow.
Dzieki temu powstaty warunki do oznaczania sekwencji nukleotydowej
dtugich fragmentéw RNA fagowego. Do preparatywnego rozdziatu oligo-
nukleotydow otrzymanych przez tagodne trawienie czasteczki RNA nu-
kleazami zastosowano elektroforeze na zelach poliakrylamidowych (3, 31,
39, 80).

Przetomowym momentem w badaniach nad strukturg pierwszorzedowg
RNA fagowego byto oznaczenie przez Steitz (108) sekwencji trzech
fragmentéw RNA, do ktérych przytaczaja sie rybosomy inicjujace syn-
teze poszczegblnych biatek kodowanych przez RNA faga R 17. Autorka
inkubowata wysokoznakowane 3P-RNA faga R 17 z rybosomami w obec-
nosci N-formylometionylo-tRNA i faktoréw inicjacyjnych. W tych wa-
runkach, z powodu nieobecnosci faktorow elongacyjnych (T i G) rybosomy
po przytaczeniu sie do miejsc inicjacyjnych zawierajgcych kodony AUG
dla N-formylometioniny nie mogg przesuwac sie dalej po tancuchu mRNA.
Gdy na takie kompleksy RNA z rybosomami podziata sie rybonukleazg
trzustkowa, to strawiony zostaje caty taricuch RNA z wyjatkiem fragmen-
tbw RNA o ditugosci okoto 30 nukleotydéw, chronionych przez strukture
rybosomow przed atakiem nukleazy. Steitz izolowata te krotkie fragmenty
i oznaczata ich sekwencje wedtug metody opracowanej przez grupe San-
gera (14, 15, 98). Wykorzystujagc do reakcji z rybosomami niezdegradowa-
ny RNA R 17 autorka oznaczyta sekwencje nukleotydowg miejsca inicja-
cyjnego dla biatka kapsydu (na niezdegradowanym natywnym RNA ry-
bosomy przytgczaja sie gtdwnie do miejsca inicjacyjnego dla biatka kap-
sydu). Gdy jako materiat wyjsciowy autorka stosowata czesciowo rozfrag-
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Schemat 1. Sekwencje nukleotydowe fragmentow inicjacyjnych oraz koncowego od-

cinka cistronu biatka kapsydu R 17.

Podkreslone sg kodony terminalne (—) oraz kodony inicjacyjne (-----

przez Gupte i wsp.

Fragment wyizolowany

ich kolejnos¢.

).

Powyzej

(40) zawiera 62 nukleotydy — autorzy oznaczyli

podana jest tylko cze$¢ tego fragmentu.



600 W. FILIPOWICZ, W. ZAGORSKI ﬁ

mentowany RNA, rybosomy przytgczaty sie rowniez w wiekszym stopniu
do miejsc inicjacyjnych pozostatych dwéch cistronow; utatwito to izolo-
wanie i oznaczanie sekwencji tych fragmentow. Sekwencje nukleotydo-
wa miejsca inicjacyjnego dla biatka dojrzewania Steitz okre$lita ostatecz-
nie stosujgc rybosomy z Bacillus stearothermophilus, ktére w warunkach
in vitro inicjujg w obecnosci fagowego RNA synteze tylko biatka dojrze-
wania (68).

W podobny sposéb oznaczono sekwencje inicjacyjng dla cistronu biatka
kapsydu faga QP (46) i faga f2 (40). Ostatnio w RNA faga Q3 zlokalizowa-
no miejsce przyczepu rybosomu do cistronu biatka dojrzewania (104) oraz
oznaczono sekwencje inicjacyjna cistronu polimerazy RNA (103). Poznane
dotychczas sekwencje fragmentéw inicjacyjnych dla poszczegélnych cis-
trondw przedstawione sg na schemacie 1

Ponadto na rysunku tym podano sekwencje fragmentu cistronu biatka
kapsydu RNA R 17 oznaczong przez Nicholsa (77). Fragment ten za-
chodzi na poczatek sekwencji inicjacyjnej polimerazy RNA, dzieki czemu
poznana zostata catkowicie sekwencja nukleotydowa niettumaczonego
fragmentu znajdujgcego sie miedzy koncem cistronu biatka kapsydu a po-
czagtkiem cistronu polimerazy faga R 17. Powyzej kazdej sekwencji nu-
kleotydowej podano sekwencje aminokwasowe N-kohncowych fragmentéw
poszczegblnych polipeptydéw fagowych. W przypadku biatek kapsydu fa-
géw QP, f2 i R 17, ktorych sekwencja aminokwasowa jest znana (59, 126,
127), wyniki badan struktury pierwszorzedowej RNA potwierdzajg stusz-
no$¢ ustalen sekwencji aminokwaséw a zatem bezposrednio potwierdzaja
prawdziwosé kodu genetycznego. Podobna zgodno$¢ sekwencji aminokwa-
sowych i nukleotydowych stwierdzono w przypadku N-konicowego tetra-
peptydu Pro-Liz-Leu-Pro- dla biatka dojrzewania Qp (104) oraz pierw-
szych dwupeptydéw pozostatych biatek (103); kolejnos¢ dalszych amino-
kwaséw wydedukowano w oparciu o oznaczong sekwencje nukleotyddéw.

Jak wida¢ na schemacie 1, inicjacyjny kodon AUG znajduje sie mniegj
wiecej w $rodku kazdego ochranianego przez rybosom fragmentu. Od
N-formylometioniny rozpoczyna sie tez synteza kazdego z omawianych
biatek. Zaden z kodonéw AUG dla N-formylometioniny nie jest bezposred-
nio poprzedzony kodonem terminalnym.

Podane na schemacie 1 sekwencje nukleotydowe potwierdzajg osta-
tecznie, ze miedzy poszczegdlnymi cistronami istniejg fragmenty niettu-
maczone przez rybosomy. Byé moze, fragmenty te decydujg o tym, ze
okreslona tréjka AUG jest rozpoznawana przez rybosomy jako kodon ini-
cjacyjny; o dotgczeniu sie rybosomu mogtaby decydowaé struktura pierw-
szo- lub drugorzedowa tych fragmentéw (108). Ze schematu 1 wynika, ze
wspoOlng sekwencjg dla miejsc inicjacyjnych biatek kapsydu fagow Q3
R 17 i f2 oraz polimerazy faga R 17 jest UUUGA. Miejsca inicjacyjne dla
biatek dojrzewania R 17 i QP oraz dla polimerazy QP nie zawierajg jed-
nak tego piecionukleotydu. Staples i wsp. (103, 104) zwrécili uwage,
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ze wspollng sekwencjg dla miejsc inicjacyjnych obu polimeraz (R 17 i QJ)
jest AGGAU, a w miejscu inicjacyjnym dla biatka dojrzewania faga Q3
znajduje sie sekwencja UAAGAGG bardzo zblizona do sekwencji
UAGGAGG w RNA R 17.

Z powyzszych rozwazan wynika, ze dla wszystkich fragmentéw inicja-
cyjnych nie ma wspd6lnej sekwencji poprzedzajacej trojke AUG, odpo-
wiedzialnej za przytgczenie rybosomu. Odmiennos$¢ tych sekwencji bytaby
uzasadniona w Swietle ostatnich doniesien o heterogennosci faktora F3
odpowiedzialnego bezpos$rednio za przytaczanie podjednostki rybosomalnej
30S do naturalnego mRNA (6).

D C_COo_@®

-

P-p-€ <= P->=D O~
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Schemat, 2. Proponowana struktura drugorzedowa dla fragmentu inicjacyjnego cis-
stronu biatka kapsydu faga R 17 (wg 108).

Gupta iwsp. (40) zwrdcili uwage, ze wystepujaca w miejscach ini-
cjacyjnych dla biatek kapsydéw fagéw f2 i R 17 sekwencja GUUUGAA
jest komplementarna do fragmentu UAAACAT znajdujgcego sie w
tRNApe z Escherichia coli (23). Trudno w tej chwili powiedzie¢, czy ma
to rzeczywiscie jakie$ znaczenie w powstawaniu kompleksu inicjujgcego
synteze fancucha polipeptydowego, czy tez jest to zbiezno$¢ zupetnie przy-
padkowa

Steitz stwierdzita (108), ze fragment inicjacyjny cistronu biatka
kapsydu faga R 17 mozna przedstawié¢ w formie petli, w ktorej wiekszosé
nukleotydéw jest sparowana (schemat 2). Kodon AUG znajdowatby sie na
szczycie tej petli, co mogtoby ttumaczy¢ fakt tak tatwego rozpoznawania
go przez rybosom.

Interesujgcg metode oznaczania sekwencji nukleotydowych RNA faga
Q% stosujg badacze z grupy Weissmanna (7, 38). Wykorzystujg oni do ba-
dan wysokoznakowane 3P fragmenty RNA Q@3 syntetyzowane in vitro na
matrycy nici komplementarnej (—) przy uzyciu oczyszczonego preparatu
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polimerazy RNA faga Q3 W warunkach zapewniajgcych synchroniczng
synteze nici (+) mozna w miare przedtuzania czasu dziatania enzymu
otrzymywac coraz to dtuzsze znakowane fragmenty fagowego RNA. Postu-
gujac sie ta metodag grupa Weissmanna (7, 38, 104) przeprowadzita ozna-
czenie sekwencji ponad 300 kolejnych nukleotydow korca 5° RNA fa-
ga Qf3. Fragment ten zawiera 10 potencjalnych kodondw inicjacyjnych:
6 kodonéw AUG (rozpoczynajacych sie w pozycjach 62, 102, 114, 212, 227,
318) oraz 4 kodony GUG (w pozycjach 78, 172, 192, 194). Jeden z nich
powinien by¢ kodonem inicjacyjnym dla biatka dojrzewania. Staples
i wsp. (104) stwierdzili, ze jest nim pierwszy kodon AUG rozpoczynajacy
sie od 62 nukleotydu i ze rybosom inicjujgcy synteze biatka dojrzewania
ochrania swojg strukturg nukleotydy od 52 do 77 liczac od korca 5’ czgs-
teczki RNA. Rola poprzedzajacych 61 nukleotydéw nie jest w tej chwili
wyjasniona. Dalsze wspomniane kodony AUG oraz GUG sg najprawdo-
podobniej zwyktymi strukturalnymi kodonami cistronu biatka dojrze-
wania.

W pracowni Sangera w Cambridge bardzo zaawansowane sg badania
nad strukturg pierwszorzedowg RNA faga R 17 (97). Do chwili obecnej,
poza sekwencjami przedstawionymi na schemacie 1 oznaczono kolejnosc
nukleotydéw fragmentéw cistronu biatka kapsydu odpowiadajgcych ami-
nokwasom: od 33 do 52 (52), od 57 do 85 (52) oraz od 81 do 99 (3). Intere-
sujace jest, ze wszystkie te poznane dotychczas sekwencje dajg sie przed-
stawi¢ w formie petli o znacznym stopniu struktury drugorzedowej. Dla
RNA faga R 17 (2) oraz f2 (63) oznaczono réwniez kolejno$¢ 74 nukleoty-
doéw od korica 5 RNA. Cory i wsp. (18) okreslili natomiast 3’-koricowg
sekwencje RNA R 17 o dtugosci 51 nukleotyd6w.

Grupa Fiersa (17, 22, 31, 32, 78, 79) bada sekwencje nukleotydowe
w RNA faga MS 2, ktéry jest bardzo blisko spokrewniony z fagami R 17
i 2. Najbardziej interesujgcym z poznanych przez nich fragmentow, jest
5’-koncowy odcinek RNA o diugos$ci 125 nukleotyddéw (22). Sze$¢ ostatnich
nukleotyddw lezacych na koncu 3’ tego fragmentu ma takg sama sekwen-
cje co poczatek miejsca inicjacyjnego dla biatka dojrzewania faga R 17
zbadanego przez Steitz (108). Dzieki temu ustalono, ze w RNA fagow
R 17 i MS 2 pierwszym kodonem AUG odczytywanym przez rybosomy
jest kodon rozpoczynajacy sie od 130-go nukleotydu mimo, ze blizej kon-
ca 5 RNA znajdujg sie jeszcze trzy inne kodony AUG i jeden GUG (97).
Schemat 3 przedstawia proponowang strukture drugorzedowg 5’-konhco-
wego fragmentu RNA faga MS 2

Badacze z tej samej grupy oznaczyli réwniez (17) sekwencje 104 nu-
kleotydéw znajdujgcych sie na koncu 3° RNA faga MS 2. Sekwencja ta
zawiera cztery potencjalne kodony terminalne: dwa UAA oraz dwa UAG.
Poniewaz jednak nie znana jest sekwencja aminokwasowa polimerazy, nie
wiadomo czy fragment ten odpowiada rzeczywiscie koncowemu odcinkowi
cistronu dla tego enzymu.
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Na VII Zjezdzie FEBS w Warnie Haegeman iwsp. (43) zakomuni-
kowali o oznaczeniu sekwencji catego cistronu biatka kapsydu MS 2 wraz
z przylegajacymi do niego z obu koncéw fragmentami (w sumie okoto 550
nukleotydéw). Dla cistronu tego zaproponowali oni model struktury dru-
gorzedowej wyjasniajgcy miedzy innymi zjawisko polarno$oi oraz ttuma-
czacy dlaczego mutanty terminalne amber w cistronie kapsydu powstajg
tylko w okreslonych pozycjach. W modelu tym okoto 75% nukleotydéw
potaczonych jest wigzaniami wodorowymi w struktury dwuniciowe.
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Schemat. 3. Proponowana struktura drugorzedowa dla 5-kofcowego fragmentu RNA
faga MS2.

Strzatki wskazujg miejsca wrazliwe na dziatanie rybonukleazy Tt (wg 22).

Interesujgce jest poréwnanie sekwencji nukleotydowych odpowiadaja-
cych sobie fragmentow RNA pochodzacych z réznych bakteriofagéw (31,
88, 97). Ogoblnie mozna powiedzie¢, ze roznice we fragmentach nieczyta-
nyeh przez rybosomy (sekwencje 5’- i 3’-koficowe oraz miedzycistronowe)
sq znacznie mniejsze niz we fragmentach kodujacych aminokwasy. Zacho-
wanie tego samego uktadu nukleotydow we fragmentach niettumaczo-
nych Swiadczy, ze odgrywajg one z pewnoscig jaka$ role w biosyntezie fa-
gowych biatek i RNA. Réznice we fragmentach ttumaczonych przez ry-
bosomy dotyczg zwykle ostatniego, trzeciego miejsca w poszczegdlnych
kodonach, co nie wptywa zazwyczaj na sekwencje aminokwaséw kodowa-
nych przez nie biatek.
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Przeglad trypletéw wykorzystywanych do kodowania polipeptydow
przez RNA matych bakteriofagéw (31, 97) prowadzi do wniosku, ze pewne
kodony wystepuja w obrebie poszczeg6lnych cistron6w znacznie czesSciej
od innych. Nie wiadomo jednak, czy zjawisko to odgrywa jaka$ role w re-
gulacji translacji fagowego mRNA.

I11. Mechanizmy regulacji syntezy biatek fagowych

Jak juz wspomniano trzy biatka syntetyzowane pod wplywem fago-
wego RNA tworzone sg zaréwno in vivo jak i in vitro w réznych ilos-
ciach. Biatko kapsydu odnajdywane w wirionie w ilosci 180 moli/mol RNA,
syntetyzowane jest najintensywniej, za$ biatko dojrzewania, wystepujace
w kapsydzie w ilosci 1 mol/mol RNA oraz polimeraza RNA nie wcielana
do kapsydu powstaja w znacznie mniejszych iloSciach. Poniewaz RNA
fagowe zawiera po jednej kopii kazdego spos$réd trzech genéw musza
zatem istnie¢ mechanizmy wewnetrznej regulacji translacji tego RNA de-
cydujgce o réznicach w intensywnos$ci syntezy poszczegdlnych biatek.

1. Polarno$¢ translacji jako funkcja dostepnosci miejsc inicjacyjnych w obrebie RNA

Jednym z mechanizmdw odpowiedzialnych za zrdéznicowany poziom
syntezy biatek fagowych ma byé mechanizm polarnosci translacji. W 1963
roku Othaka i Spiegelman (89) stwierdzili, ze in vitro, synteza
biatek fagowych przebiega nierébwnomiernie w czasie. W ciggu pierwszych
trzech minut inkubacji ekstraktu z E. coli wzbogaconego fagowym RNA,
powstajg biatka nie zawierajgce histydyny. Od syntezy tych biatek zalezy
wigczanie histydyny, ktére jest przede wszystkim miarg syntezy poli-
merazy fagowego RNA. Wykazano bowiem, ze po wycofaniu histydyny
z pozywki w ekstraktach z bakterii zakazonych fagiem nie pojawia sie
aktywnos$¢ fagowej polimerazy RNA (70).

Na zalezno$¢ syntezy polimerazy RNA od syntezy biatka ptaszcza
wskazujg tez badania produktéw powstajgcych in vitro w obecnosci RNA
ze zmutowanych fagdw. RNA takie zawierato w réznych pozycjach cis-
tronu biatka ptaszcza terminalne kodony amber. Fagowe RNA majace mu-
tacje amber w siodmym kodonie kapsydu (mutant sus 3) stymuluje synteze
szesciopeptydu rozpoczynajacego sie N-koricowym aminokwasem biatka
kapsydu (128). Tak zmutowane RNA nie stymuluje syntezy polimerazy
RNA, podczas gdy RNA z mutacjg amber w siedemdziesigtym kodonie
tego samego cistronu, wywotuje synteze fagowej polimerazy (28, 42, 139).
Wyniki te potwierdzili Too ze i Weber (115) stosujagc mutanty am-
ber w obrebie cistronu biatka kapsydu otrzymane dziataniem kwasu azo-
tawego i 5-fluorouracylu. Fagi z mutacjg amber w si6dmym kodonie cis-
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1
tronu biatka kapsydu zakazajg komérki bakterii niesupresorowych wywo-

tujac synteze tylko niktych ilosci fagowej polimerazy RNA, za$ fagi z mu-
tacjg amber w kodonach 50, 54 i 70 syntetyzujg aktywnie fagowa polime-
raze RNA.

Zjawiska polarnosci polegajgce na wplywie syntezy biatka kapsydu na
synteze polimerazy RNA, mozna ttumaczyé w klasyczny sposéb zaktada-
jacy, ze rybosom przesuwajgc sie po nici policistronowego mRNA bierze
udziat w translacji kolejnych cistronéw. Obnizona stabilno$¢ kompleksu
pomiedzy nieodczytywanym miedzycistronowym fragmentem mRNA a ry-
bosomem moze by¢ przyczyna zmniejszenia ilosci rybosoméw zblizajgcych
sie do nastepnego sygnatu inicjacyjnego i powodowac¢ obnizenie intensyw-
nosci translacji kolejnego cistronu (77). Przeciwko takiemu tlumaczeniu
przemawia jednak ustalona ostatecznie kolejno$¢ gendéw w obrebie RNA
fagowego oraz mechanizmy towarzyszace odczytywaniu kodonu terminal-
nego. Oprocz bowiem odpadniecia od rybosomu uformowanego polipepty-
du (11) réwniez i sam rybosom odpada od nici mMRNA po odczytaniu tryp-
letu’terminalnego (130, 131).

Inne ttumaczenie réznic w intensywnos$ci syntezy poszczeg6lnych bia-
tek fagowych i zjawiska polarnosci translacji zaktada istnienie w fago-
wym RNA trzech odrebnych miejsc inicjacyjnych w réznym stopniu do-
stepnych dla rybosoméw ze wzgledu na rozbudowang strukture Il-gorze-
dowg fagowego RNA. Rozfatdowanie RNA przez rybosomy przesuwajgce
sie w procesie translacji wzdluz cistronu biatka kapsydu powoduje od-
stoniecie miejsca inicjacyjnego nastepnego cistronu (41, 42, 139).

Za takg mozliwosScig przemawia spostrzezenie, ze synteza biatka doj-
rzewania i biatka kapsydu zachodzg niezaleznie od siebie. Tak wiec synteza
biatka kapsydu wywierataby polarny wptyw wytgcznie na synteze polime-
razy RNA. Blizsze wnikniecie w mechanizm regulacji syntezy poszczegdl-
nych biatek faga stato sie mozliwe dzieki zastosowaniu do znakowania tych
biatek N-formylo (55) metionylo-tRNA. W tych warunkach, zgodnie z da-
nymi dotyczacymi mechanizmu inicjacji (1, 76, 84, 122, 128) powinny zna-
kowac sie wytacznie N-konicowe fragmenty powstajacych biatek. Po tra-
wieniu produktéw syntezy trypsyng i chymotrypsyna otrzymuje sie zna-
kowane N-koricowe oligopeptydy, ktore rozdziela sie elektroforetycznie.
Oznaczenie ich sekwencji pozwala przypisaé okre$lony peptyd wiasciwe-
mu biatku fagowemu a oznaczenie wzajemnych stosunkdw iloSciowych
wskazuje na poziom inicjacji syntezy poszczeg6lnych biatek fagowych. Ta
metodg Lodish (64, 65) ustalit, ze inicjacja syntezy biatka dojrzewania
i biatka kapsydu nastepuje w tym samym momencie, za$ inicjacja poli-
peptydu polimerazy RNA opdzniona jest o okoto 2—3 minuty. Omdwione
doswiadczenia dowodzg tez, ze zainicjowanie translacji moze nastgpi¢ w
partiach wewnetrznych nici mRNA a niekoniecznie w poblizu konca 5’, co
zgadza sie z wcze$niejszymi sugestiami Bretschera (11, 12, 13).

Zalezno$¢ miedzy synteza biatka kapsydu i polipeptydu polimerazy

S Postepy Biochemii
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RNA zanika po fragmentacji czasteczek fagowego RNA. Wykazat to
Lodish (64, 65) izolujac RNA z mutantow fagowych, niezdolnych do syn-
tezy biatka dojrzewania. W tych warunkach RNA winiona jest cze$ciowo
nieostoniety i ulega ograniczonej hydrolizie przez nukleazy komorkowe
(4). Po odbiatczeniu takich fagéw fenolem, otrzymuje sie rozfragmento-
wany RNA, przy czym z mieszaniny mozna wyizolowaé fragment o statej
sedymentacji 14S, zawierajacy koniec 3’ (66). Fragment ten nie wywotuje
in vitro syntezy biatka kapsydu, stymulujgc jednocze$nie wigczanie his-
tydyny obecnej w polimerazie RNA. Synteza polipeptydu polimerazy w
obecnosci tego fragmentu nie wykazuje cech polarnosci (65, 72, 73). Tak
wiec na nienaruszonej czasteczce RNA inicjacja translacji cistronu poli-
merazy RNA utrudniana jest zawadg przestrzenng wywotang obecnoscig
cistronu biatka kapsydu.

Jesli teza o wptywie struktury ll-gorzedowej RNA na intensywnos$é
translacji poszczeg6lnych gendw jest stuszna, to zastosowanie czynnikow
rozplatajacych dwuniciowe fragmenty kwasu nukleinowego (podwyzszona
temperatura, dializa do buforéw o niskiej sile jonowej) powinno w wyraz-
ny spos6b odbi¢ sie na poziomie syntezy poszczeg6lnych biatek. | rzeczy-
wiscie, jeSli inkubacje ekstraktéw bezkomdrkowych wzbogaconych w fa-
gowe RNA prowadzono w temperaturze 49°, to cho¢ ogdlny poziom synte-
zy biatek spadat, jednakze inicjacja polipeptydu polimerazy RNA w sto-
sunku do inicjacji biatka kapsydu byta wyzsza niz podczas inkubacji w
temperaturze 37°. Rowniez w wypadku RNA mutanta fagowego sus 3 za-
wierajgcego mutacje amber w si6dmym kodonie cistronu biatka ptaszcza
efekt polarny ostabiajgcy synteze polipeptydu polimerazy RNA obserwo-
wany w 37° zanikat w 49° (72, 73).

Ze wzgledu na znaczng tendencje RNA fagowego do renaturacji, trwate
zmiany jego ll-gorzedowej struktury uzyskuje sie dopiero w wyniku re-
akcji z formaldehydem (8, 37, 109). Fagowe RNA, w ktdrym 5°0 struktury
Il-gorzedowej zostalo zniszczone dziataniem formaldehydu stymulowato
in vitro w dalszym ciggu inicjacje translacji trzech biatek fagowych lecz
w zmienionych proporcjach. Inicjacja polipeptydu polimerazy RNA wzra-
stata pieciokrotnie, biatka dojrzewania — dwukrotnie, za$ biatka kapsydu
pozostawata taka sama jak w przypadku natywnego mRNA (69, 72). Na
podstawie oméwionych doswiadczen Lodish i Robertson (72) za-
proponowali przedstawiony na schemacie 4 model ttlumaczacy wptyw
struktury Il-gorzedowej fagowego RNA na wydajno$¢ translacji poszcze-
go6lnych cistron6w. Model ten znajduje poparcie w pracy Fukami
i Imahori (35 gdzie RNA o zmienionej strukturze ll-gorzedowej,
wskutek dtugotrwatej dializy do roztwordw wersenianu, stymulowato syn-
teze podwyzszonych ilosci polimerazy RNA.

Omoéwiony schemat moze ttumaczy¢ wytgcznie procesy obserwowane
przy translacji fagowego RNA in vitro, bowiem in vivo, w poczgtkowym
okresie po infekcji i zahamowaniu syntezy biatek bakteryjnych, nie obser-
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wuje sie opOznienia we wigczaniu histydyny w stosunku do innych ami-
nokwasow, przy czym pierwszym powstajgcym biatkiem fagowym jest
polimeraza RNA. Kompletne biatko kapsydu pojawia sie w komorkach
gospodarza w poOzniejszym okresie (26, 34, 119, 120, 121). Kolejno$¢ syn-
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Schemat. 4. Wptyw struktury Il-gorzedowej RNA na inicjacje translacji poszczeg6l-
nych biatek fagowych (wg 72 z modyfikacjami)
Fragmenty inicjacyjne cistrondw oznaczono: | —biatka dojrzewania, Il —biatka kapsydu, 11l —
polimerazy RNA
A. RNA natywne wykazuje wysoki stopien uporzadkowania. Fragment RNA odpowiedzialny
za inicjacje syntezy biatka kapsydu jest tatwo dostepny i tatwo dotacza rybosomy. Fragment

inicjujacy translacje biatka dojrzewania jest ukryty w strukturze Il-gorzedowej. Fragment

inicjujacy synteze polipeptydu polimerazy RNA zakryty jest przez cze$¢ cistronu biatka
ptaszcza

B. Po potraktowaniu RNA formaldehydem i zniszczeniu struktury Il-gorzedowej, wszystkie

miejsca inicjacyjne dostepne sg w réwnym stopniu
C. W procesie translacji, niewielka ilo§¢ rybosoméw moze dotgczaé¢ sie do miejsca inicjujacego
synteze biatka dojrzewania. Znaczna ilo$¢ rybosoméw moze inicjowa¢ synteze biatka kapsydu,
natomiast miejsce inicjacji polipeptydu polimerazy RNA ujawnia sie dopiero podczas trans-
lacji genu ptaszcza

tezy biatek fagowych in vivo jest identyczna z kolejnoScig wnikania po-
szczegblnych cistronébw RNA do komorki gospodarza w procesie infekcji
(86) i nie wydaje sie by¢ wytacznie okre$lona wiasnosciami struktury II-
gorzedowej. Skiania to do wniosku, ze obok struktury Il-gorzedowej ist-
niejg jeszcze inne czynniki modulujgce synteze biatek fagowych.

2. Biatko kapsydu jako modulator poziomu translacji cistronu polimerazy RNA

Infekcja bakterii szczepami fagowymi posiadajagcymi mutacje amber
w dalszych pozycjach cistronu biatka kapsydu nie tylko nie obniza synte-
zy fagowej polimerazy RNA jak to ma miejsce przy infekcji szczepem
sus 3, ale wprost przeciwnie podnosi jego synteze (70, 71). Na tej podsta-
wie Lodish i Zinder (74 wysnuli wniosek, ze ukoniczone biatko
kapsydu jest inhibitorem syntezy polimerazy RNA. Podobny poglad wy-
razili Vinuela i wsp. (119, 121) oraz Nathans i wsp. (86), na pod-

5*
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stawie Sledzenia syntezy biatek fagowych po zakazeniu komérek réznymi
zmutowanymi szczepami faga. Vinuela i wsp. wykazali, ze po zakazeniu
bakterii niesupresorowych szczepem faga mu 9 (mutacja amber w siedem-
dziesigtym kodonie cistronu biatka kapsydu) ilo$¢ zsyntetyzowanego poli-
peptydu polimerazy jest wieksza niz przy zakazeniu szczepem dzikim
(119). Mozna to tlumaczy¢ represja translacji cistronu polimerazy RNA
przez w petni uformowane biatko kapsydu, syntetyzowane wytacznie
w przypadku infekcji szczepem dzikim (120).

Te doswiadczenia o charakterze genetycznym zasugerowaty, ze réwniez
in vitro biatko kapsydu moze wptywac¢ na translacje fagowego RNA. Jak
wykazali Sugiyama i Nakada (112) po zmieszaniu fagowego RNA
z biatkiem kapsydu w stosunku molowym 1:10 powstaje tak zwany kom-
pleks | sedymentujagcy podobnie jak natywne RNA. Stosunek molowy
miedzy RNA a biatkiem kapsydu w kompleksie |1 wynosi 1:6 (111). Kom-
pleks | in vitro stymuluje wylacznie powstawanie biatka kapsydu (24,
113). Jesli fagowe RNA kompleksowac z duzymi iloSciami biatka kapsydu,
to tworzy sie tak zwany kompleks Il sedymentujagcy podobnie jak wirion.
Kompleks ten nie stymuluje wigczania aminokwasow (111, 113). Specyfi-
ka blokowania matrycowych wiasnos$ci fagowego RNA przez niskie stezenia
biatka kapsydu jest dos¢ wysoka; biatko kapsydu bowiem nie wptywa na
translacje poli U i RNA wirusa mozaiki tytoniowej (110, 111, 112). Jedno-
cze$nie biatko kapsydu w tworzeniu kompleksu | nie jest zastepowane
przez inne biatka zasadowe (124), a nawet przez biatko kapsydu odmien-
nych serologicznie fagéw RNA (94). Hamowanie syntezy polimerazy RNA
przez niskie stezenie biatka fagowego zwigzane jest z ostonieciem przez
dodane biatko fragmentu mRNA. Po ekstrakcji fenolem uformowanego
in vitro kompleksu | uzyskuje sie nienaruszone RNA fagowe aktywnie
stymulujace synteze wszystkich trzech biatek fagowych (25).

Dalsze fakty dotyczace mechanizmu hamowania syntezy polimerazy
RNA przez biatko kapsydu przedstawili Ward i wsp. (123). Wykazali
oni, ze na poczatku inkubacji in vitro w okresie najintensywniejszej syn-
tezy biatka kapsydu, fagowe RNA odnajdywane jest w rejonie monoso-
moéw lub disomow. Pozniej, gdy nastepuje aktywna synteza polimerazy
RNA, pojawiajg sie ciezsze polisomy, znakujace sie radioaktywna histydy-
ng. Kompleks | dodany do uktadu, stymulujagcy wytgcznie synteze biatka
kapsydu, bierze udziat w tworzeniu jedynie lzejszych polisomoéw, zawiera-
jacych 1—2 rybosomy.

Zdaniem Sugiyamy réwniez in vivo syntetyzowane w komdrce biatko
kapsydu jest modulatorem translacji fagowego RNA i bierze udziat w two-
rzeniu struktur zblizonych do kompleksu | (110).

Wedtug Eggen i Nathansa (25), o wigzaniu biatka kapsydu w
kompleksie | moze decydowac specyficzna sekwencja fragmentu RNA
lezacego w okolicy istotnej dla inicjacji syntezy polimerazy RNA lub tez
wiasnosci struktury Il-gorzedowej RNA. Za pierwszg mozliwos$cig przema-
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wiajg wyniki Lodisha (65 67, 72) wskazujace, ze biatko ptaszcza wigze
sie najprawdopodobniej z tym samym fragmentem cistronu polimerazy
RNA co rybosom inicjujagcy translacje tego cistronu. Co wiecej, biatko
kapsydu hamuje inicjacje polipeptydu polimerazy RNA obserwowang w
obecnosci fragmentu RNA o statej sedymentacji 14S (patrz str. 606), ktore-
go struktura Il-gorzedowa powinna by¢ inna niz nienaruszonej czasteczki
RNA. Proby wyizolowania fragmentu RNA wigzacego biatko kapsydu nie
zostaty jednak uwienczone powodzeniem (125).

Inny poglad reprezentujg Spahr i wsp. (101, 102), ktérzy po rozbi-
ciu RNazg IV fagowego RNA na dwie czesSci badali kinetyke wigzania
biatka kapsydu przez nieuszkodzone RNA i oba fragmenty czasteczki. Wy-
kazali oni, ze krzywa przedstawiajgca zaleznos¢ miedzy iloscig dodanego
biatka kapsydu a iloscig tego biatka wigzanego w postaci kompleksu z na-
tywnym fagowym RNA jest dwusktadnikowa. Pierwsze porcje biatka wig-
zane sg intensywnie przez RNA co odpowiada tworzeniu sie kompleksu 1.
Nastepne porcje wigzane sg wolniej; odpowiada to powstaniu komplek-
su Il

Analiza krzywych wykazuje, ze w obecnos$ci w mieszaninie soli mag-
nezu stosunek molowy biatka do RNA w kompleksie | wynosi 1. Przebieg
krzywych i stechiometria w obrebie kompleksu | sg identyczne w przy-
padku uzycia natywnego RNA i wiekszego z opisanych fragmentow czas-
teczki, zawierajgcego cistron polimerazy RNA. Jednakze zdaniem Spah-
ra iwsp. (101) o mozliwosci tworzenia kompleksu decyduje nie tylko spe-
cyficzna sekwencja fragmentu RNA ale i okreslona konformacja czastecz-
ki kwasu nukleinowego.

3. Rola dwuniciowych form fagowego RNA w procesie translacji; biatko kapsydu
jako represor replikacji RNA

Synteza bigtek w komdrkach bakteryjnych zachodzi na niciach mRNA
zwigzanych z DNA w kompleksie transkrypcyjnym (83). Podobny me-
chanizm proponowany jest w przypadku syntezy biatek fagowych gdzie
in vivo funkcje mRNA miatyby petni¢ niesparowane fragmenty nici (+)
zwigzane z kompleksami replikujgcymi fagowe RNA (33, 136).

Poglad ten sugerujg Hotham-lglewski i Franklin (50),
ktérzy dowodzg, ze w polisomach izolowanych z komérek bakteryjnych za-
kazonych fagiem wystepuje znaczna ilos¢ opornego na RNaze dwunicio-
wego RNA pochodzenia fagowego. Kolejne badania wykazaly, ze w 25
minut po infekcji gdy trwa jeszcze intensywna synteza fagowego RNA,
prawie cato$¢ dwuniciowego RNA wystepuje w postaci posrednich form
replikacyjnych odnajdywanych przede wszystkim w obrebie polisoméw
(49).

Analiza wystepowania poszczeg6lnych form RNA w podfrakcjach ko-
madrkowych wskazuje (tablica 2), ze w 25 minut po infekcji, w komérkach
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przewazaja krotkie polisomy, co jest charakterystyczne dla syntezy bia-
tek fagowych. Istotnym jest spostrzezenie, ze jednoniciowy RNA fagowy
nie wystepuje we frakcji polisomalnej i zlokalizowany jest przede wszyst-
kim w okolicy, w ktorej sedymentuja czastki wirusowe. Sugeruje to, ze
formy jednoniciowe powstajace w komdrce gospodarza, przynajmniej w
p6Zzniejszym okresie po zakazeniu, nie biorg udziatu w syntezie biatek fa-
gowych. Sg one obudowywane biatkiem kapsydu z utworzeniem form zbli-
zonych do kompleksu Il opisanego przez Sugiyame i wsp. (111) lub
do dojrzatych wirionow.

Tablica 2

Wystepowanie form jednoniciowych i dwuniciowych fagowego RNA we frakcjach ekstraktu
bezkomérkowego z zakazonych bakterii E. coli (wg 49)*

RNA we frakcji

Frakcja catkowita Fagowe RNA
zawarto$¢ RI RF ni¢ (+)
I. Najciezsze polisomy (12 rybosomoéw) 7,6 3,0 0,0 0,0
Il. Polisomy (8—11 rybosomdéw) 10,6 4,0 0,0 0,0
I11. Polisomy (6—7 rybosoméw) 9,0 2,0 0,0 0,0
1V. Polisomy (4—5 rybosoméw) 8,0 0,9 0,0 0,0
V. Polisomy (2—3 rybosomy) 155 11 0,0 0,0
V1. 845 (wirus) 4,0 0,0 0,0 0,8
VIIl. 70S (rybosomy) 4,7 0,2 0,0 04
VIII. 50, 305 (podjednostki rybosomowe) 14,7 13 0,0 0,9
IX. Supernatant (275) 25,0 0,0 0,0 0,0
Rl — posrednia forma replikacyjna RNA fagowego— forma dwuniciowa z wolnymi niesparowanymi frag-

mentami.

RF — forma replikacyjna RNA fagowego — forma dwuniciowa, w ktérej ni¢ (+ ) sparowana jest na catej dtu-
gosci z nicig (—).

* — warto$ci podane w rubrykach wyrazone sa W% ogélnego RNA komoérkowego.

W pracowni Zindera przeprowadzono badania nad udziatem dwunicio-
wych form replikacyjnych fagowego RNA w biosyntezie biatka Formy
takie, izolowane z komérek bakteryjnych zakazonych fagiem f2, po doda-
niu do ekstraktu bezkomorkowego stymulowaty synteze wytgcznie biatka
kapsydu (27). Mozna to tlumaczy¢ tym, ze w omawianych formach dwu-
niciowych istniejg rozlegte odcinki niesparowane z nicig (—) odpowiada-
jace lezacym od konca 5’ czeSciom nici (+ ) zawierajacym cistron biatka
kapsydu. | rzeczywiscie, na kofAcu 5’ niesparowanej nici stwierdzono wy-
stepowanie tetrafosforanu guanozyny (pppGp), charakterystycznego dla
tego konca wolnej nici (+ ) fagowego RNA (63, 95).

W kontek$cie oméwionych wynikow zaproponowano odmienne niz do-
tychczas pojmowania mechanizmu hamowania syntezy polimerazy RNA
przez biatko kapsydu. Robertson, Webster i Zinder (94) wy-
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kazali, ze biatko ptaszcza tworzy kompleks nie tylko z jednoniciowg formg
fagowego RNA, ale tez i z dwuniciowymi posrednimi formami replikacyj-
nymi (RI). Ten ostatni kompleks jest zapewne bardziej specyficzny, bo-
wiem dwuniciowy RNA nawet w obecnos$ci nadmiaru jednoniciowego wig-
ze biatko kapsydu. Autorzy ci postuluja, ze biatko ptaszcza wigzac sie z
kompleksem replikacyjnym, peini funkcje juz nie modulatora translacji
lecz represora hamujac w procesie replikacji RNA tworzenie sie na ma-
trycy nici (—) fragmentu nici (+) odpowiadajgcego cistronowi polime-
razy RNA. Kompleksy replikacyjne, w obrebie ktdrych synteza tego ciis-
stronu jest zahamowana, bedg posiada¢ fragmenty nici (+ ) niosgce infor-
macje dotyczacg przede wszystkim syntezy biatka ptaszcza. Dalszym roz-
winieciem tych pogladéw jest praca Robertsona i Lodisha (93),
w ktérej zbadano rodzaj peptydéw syntetyzowanych in vitro w obecnosci
posrednich form replikacyjnych. Okazato sie, ze w obecnosci tych form,
inicjowana jest synteza wszystkich trzech biatek fagowych, ale jedynym
ukonczonym produktem jest biatko kapsydu. W przeliczeniu na ilos¢ RNA,
formy replikacyjne aktywniej inicjujg synteze biatka dojrzewania i poli-
peptydu polimerazy RNA niz normalne jednoniciowe fagowe RNA. Mozna
to ttumaczy¢é przyjmujac, ze tworzace sie w kompleksie replikacyjnym
fragmenty nici (+) majg nie w peini uformowang strukture Il-gorzedo-
wa, co utatwia inicjacje obu polipeptydéw. Poniewaz poziom inicjacji syn-
tezy biatka dojrzewania w tych doswiadczeniach byt identyczny z pozio-
mem jego syntezy in vivo i okoto dziesieciokrotnie wyzszy niz w warun-
kach in vitro w obecnosci w petni uformowanych nici (+), autorzy suge-
ruja, ze posrednie formy replikacyjne RNA sg strukturami odpowiedzial-
nymi in vivo za synteze biatka dojrzewania i biatka kapsydu.

Istnienie komplekséw miedzy posrednimi formami replikacyjnymi
i biatkiem kapsydu potwierdzili Knolle i Hohn (56). Wykazali oni,
ze w wigzaniu biatka kapsydu biorg udziat wytacznie fragmenty nici (+)
niesparowane z nicig (—).

Ciekawym uzupetnieniem omawianego hipotetycznego mechanizmu
taczacego proces translacji z procesem replikacji fagowego RNA jest wnio-
sek Kaernera (54), ze synteza biatek fagowych w komdrce gospodarza
zalezy od procesu transkrypcji fagowego RNA.

Warto tez wspomnie¢ o doniesieniu z pracowni Franklina (116), gdzie
po zakazeniu komorek bakteryjnych fagiem, w obecnosci rifampicyny ha-
mujacej synteze biatek gospodarza (44) badano rodzaj biatek wystepuja-
cych w poszczegolnych frakcjach polisomowych. Okazato sig, ze w kazdej
z klas polisoméw wystepowato zaréwno biatko kapsydu jak i polipeptyd
polimerazy RNA. Autorzy omawianej pracy uwazaja, ze polisomy biorace
udziat w syntezie biatek fagowych powstajg poprzez doczepianie sie rybo-
somow do fragmentow nici (+) tworzacych w kompleksie replikacyjnym.
Kompleks taki zawieratby aktywna enzymatycznie polimeraze RNA, two-
rzone w jej obecnosci posrednie formy replikacyjne (RI) oraz biatko kap-
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sydu, petnigce w obrebie kompleksu funkcje represorowe. Nie sg to jed-
nak wnioski jednoznaczne. Na przyktad, w pracowni Weissmanna (30)
wykazano, ze dwuniciowe formy replikacyjne izolowane z zakazonych fa-
giem komoérek nie sg matrycami in vitro dla fagowej polimerazy RNA,
a wiec nie uczestnicza bezposrednio w replikacji RNA. Co wiecej formy
te pojawiaja sie po ekstrakcji zakazonych komérek fenolem, nie wystepuja
za$ w nieodbiatczonych preparatach bezkomérkowych. Sugeruje to, ze nici
(+)i (—) podczas replikacji nie sga ze sobg $ciSle sparowane lecz oddzielo-
ne biatkiem, najprawdopodobniej polimeraza RNA (10). Tak wiec, choé
wiele faktéw doswiadczalnych sugeruje udziat form replikacyjnych w re-
gulacji syntezy biatek fagowych, to jednak zastrzezenia metodyczne doty-
czace rzeczywistego istnienia w komoérce omawianych form RNA, nakazu-
jg ostroznos$¢ w interpretacji omawianych wynikow.

4. Wspétzalezno$¢ miedzy transkrypcja i translacjg fagowego RNA

Rozwoj faga w komérce gospodarza zwigzany jest z synteza biatek i fa-
gowego RNA w okre$lonych wzajemnych proporcjach. Mechanizm regu-
lacji obu tych proceséw omoéwionych w niniejszym i poprzedzajagcym ar-
tykule (136) zostat ostatnio zaproponowany przez Kolakof sky’ego
i Weissmanna (57). Autorzy ci zwracajg uwage, ze ni¢ (+) fagowe-
go RNA bedaca matrycag w syntezie nici (—) petni¢ moze jednocze$nie
funkcje mMRNA w procesie translacji. Zaktada to istnienie mechanizmow
wzajemnej kontroli miedzy procesem transkrypcji i translacji fagowego
RNA. Podczas gdy polimeraza RNA syntetyzujac ni¢ (—) posuwa sie po
matrycy od konca 3’ w kierunku konca 5’ (5), to rybosomy biorgce udziat
w syntezie biatka, posuwajg sie po nici (+) w kierunku odwrotnym. Tak
wiec przesuwajaca sie po nici (+) polimeraza RNA moze natkng sie na
przeszkode w postaci rybosomu i nie dokoniczy¢ syntezy nici (—) potrzeb-
nej z kolei do syntezy potomnych nici (+) RNA. | rzeczywiscie, w do-
Swiadczeniach, w ktérych do syntezy fagowego RNA uzyto jako matrycy
kompleks utworzony z N-formylometionylo-tRNA, nici (+) i rybosoméw,
nie obserwowano syntezy fagowego RNA. Bakteryjne rybosomy w obec-
noSci N-formylometionylo-tRNA preferencyjnie tworzg kompleks z frag-
mentami cistronu odpowiedzialnymi za synteze biatka kapsydu (72, 96,
100). Poniewaz ostoniecie tego fragmentu RNA przez rybosom uniemozli-
wia transkrypcje, muszg istnie¢ mechanizmy zapobiegajace temu zjawis-
ku. Kolakofsky i Weissmann wykazali dalej, ze ni¢ (+) po inkubacji z wy-
izolowang polimerazg RNA nie tworzy kompleksu inicjacyjnego z rybo-
somami. Znaczy to, ze polimeraza RNA nie tylko wigze sie z koncem 3’
nici (+), gdzie rozpoczyna sie synteza nici komplementarnej, ale i jedno-
cze$nie ostania w $rodku nici (+) fragment inicjacyjny cistronu biatka
kapsydu. Poglady te przedstawia schemat 5.

Zalezno$¢ miedzy translacjg i transkrypcjag fagowego RNA mozna za-
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tem przedstawi¢ nastepujgco: synteza biatek i RNA fagowego pozostaja
w stanie réwnowagi przy ,nadmiernej” syntezie biatek, powstajaca
w znacznych iloSciach fagowa polimeraza RNA, blokuje doczepianie sie
rybosoméw do nici (+), wycofuje jg z uktadu syntezy biatka i rozpoczyna
aktywng synteze fagowego RNA. Przy ,nadmiernej” syntezie RNA rybo-
somy ponownie doczepiajg sie do utworzonych nici (+), nastepuje synteza
biatek fagowych, przy czym powstajace biatko kapsydu blokuje cistron od-
powiedzialny za synteze polimerazy RNA obnizajagc w ten sposéb poziom
syntezy fagowego RNA.

Schemat 5. Wychwytywanie fagowego RNA przez polimeraze RNA (wg 57).
Fragmenty inicjacyjne cistronéw oznaczono: | —biatka dojrzewania, Il —biatka kapsydu, Il —
polimerazy RNA. Ciemne kétko oznacza uformowang polimeraze RNA
A. Ni¢ (+) fagowego RNA o rozbudowanej strukturze ll-gorzedowej. Miejsca inicjujgce trans-
lacje biatka A i polipeptydu polimerazy sa niedostepne. Tworzenie kompleksu inicjujacego
translacje polega na dotgczeniu sie rybosomu do jedynego eksponowanego miejsca inicjacji —
poczatku genu biatka kapsydu
B. Rybosomy przesuwajac sie po nici RNA w kierunku od konca 5 do 3’ syntetyzuja biatka
kapsydu, czemu towarzyszy rozplecenie struktury Il-gorzedowej i ujawnienie nastepnego
miejsca inicjacyjnego oraz synteza polipeptydu polimerazy RNA.

C. Zsyntetyzowana polimeraza wigze sie z koncem 3’ nici (+) jednocze$nie blokujac inicjacyjny
fragment genu biatka kapsydu. Nastepne rybosomy nie moga juz inicjowaé¢ syntezy biatka
kapsydu, struktura Il-gorzedowa RNA cze$ciowo si¢ odtwarza.

D. Kolejno przesuwajgce sie rybosomy dochodzac do kodonu terminalnego odpadajg od
nici RNA
E. Na uwolnionej od rybosoméw nici RNA aktywna polimeraza zaczyna syntetyzowaé¢ ni¢ (—)
przesuwajac sie od korica 3’ do konca 5’

Proponowany mechanizm pozwala zrozumieé¢ pewne zjawiska uprzed-
nio opisane w literaturze, lecz nie znajdujgce odpowiedniego wyttlumacze-
nia. | tak z prac nad syntezg in vitro infekcyjnego RNA fagowego wyni-
kato, ze polimeraza RNA wybiera jako matryce do syntezy nici (—) wy-
tacznie nieuszkodzone nici (+) (45). Jest to mozliwe tylko wtedy, jesli rze-
czywiscie miejsce przyczepu polimerazy do RNA nie ogranicza sie tylko
do fragmentu znajdujacego sie przy konicu 3’ nici (+). Z kolei Sugiy-
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ama i wsp. (114) ustalili, ze fag z mutacjg amber w 70 kodonie cistronu
biatka kapsydu, nie syntetyzuje in Vivo 70-cio aminokwasowego fragmen-
ty biatka kapsydu, cho¢ RNA ekstrahowane z tego mutanta, w uktadzie
in vitro stymuluje powstawanie takiego polipeptydu. Prawdopodobnie
tworzony fragment biatka kapsydu nie jest inhibitorem syntezy polime-
razy RNA i powstajagca w nadmiarze aktywna in vivo fagowa polimeraza
RNA uniemozliwia inicjacje syntezy fragmentu biatka kapsydu.

Badania nad translacjag i transkrypcja RNA fagowego wykazaty wy-
raznie, ze ekspresja informacji genetycznej zawartej w kwasie nukleino-
wym faga jest funkcjg nie tylko sekwencji nukleotydowej tego kwasu, ale
i jego struktury Il-gorzedowej. Wzajemne oddziatywanie miedzy RNA
i biatkami fagowymi, zalezne tez, jak sie wydaje, od struktury Il-gorzedo-
wej kwasu nukleinowego stwarza mechanizmy regulacyjne decydujace
o prawidtowym przebiegu cyklu zyciowego faga w komdrce. Jest oczy-
wiscie dyskusyjne, czy dostrzezone zaleznos$ci miedzy funkcja mRNA a je-
go struktura Il-gorzedowg majg charakter ogdlny, czy tez dotyczg wytacz-
nie translacji RNA pochodzgcego z omawianej grupy bakteriofagéw.
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