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CZESC 1. MECHANIZM PRZEKAZU INFORMACIJI

Zdaniem Macy’a cala chemi¢ organiczng mozna wyprowadzi¢ z faktu posia-
dania przez wegiel warto$ciowosci 4. Podobnie mozna by powiedzieé, ze biologia
jest konsekwencja faktu ztozenia si¢ na strukturg DNA par adeniny-tyminy i gua-
niny-cytozyny. Kwas rybonukleinowy (RNA) jest zbudowany z tych samych zasad
co DNA z tym, ze miejsce tyminy zajmuje uracyl. Udziat RNA w syntezie biatka
jest rzecza juz dawno dowiedziona (patrz nizej). Stad powstalo w biologii twier-
dzenie, ktore jest podstawowe i dzi§ powszechnie przyjete, ze migedzy trzema gru-
pami drobin olbrzymich — kwaséw nukleinowych i bialek — istnieje okre$lona
zaleznos¢. Symbohczny skrét przedstawia ja w sposOb nastgpujacy:

DNA—-RNA—biatko
Skrot ten oznacza, ze informacja genetyczng zawarta w DNA i okreélajaca powstanie
i budowe bialka zostaje przekazana do RNA bioracego bezposredni udziat w formo-
waniu si¢ drobiny bialka.

Przez informacj¢ genetyczna rozumiemy uznanie DNA za material genetyczny,
ktéry charakterem swojej struktury okresla strukturg innych substancji. Jesli jeden
rodzaj drobin stuzy za wzorzec do formowania si¢ innego rodzaju drobin to powiemy,
ze informacja stuzaca do budowy tych drugich jest zawarta w pierwszym rodzaju
drobin. W taki spos6b DNA okresla struktur¢ RNA czyli przekazuje mu zawarta
w sobie informacje. Podobnie RNA przekazuje otrzymana informacj¢ do bialka,
ktore przybiera taka postaé za posrednictwem RNA, jaka zostala pierwotnie w dro-
binie DNA, czyli w genie, okreSlona. Podstawowe twierdzenie biologii w dalszym
ciggu okresla, ze informacja, ktéra przeszla do bialka nie moze si¢ wréci¢ poprzez
RNA do DNA (Crick 1958).

Informacja zawiera si¢ w DNA w postaci uszeregowania zasad azotowych
w laricuchach DNA. Tak jak w alfabecie Morse’a nast¢pujace po sobie kreski i kropki
zawieraja tres¢, ktéra mozna przetltumaczy¢ na alfabet lacinski, tak samo kolejne
nastepstwo puryn i pirymidyn w ladcuchu DNA tlumaczy si¢ p6Zniej na kolejne
uszeregowanie aminokwaséw w drobinie biatkka. W DNA mamy dwie puryny

11*



162

(adenina i guanina) oraz dwie pirymidyny (tymina i cytozyna). Alfabet DNA wobec
tego sklada si¢ z czterech liter. Natomiast alfabet biatka sklada si¢ z dwudziestu
liter, czyli dwudziestu aminokwaséw, tyle bowiem aminokwaséw potrzeba do syn-
tezy bialek enzyméw. Inne aminokwasy, jak hydroksyprolina czy fosfoseryna,
uwaza si¢ za modyfikacje w juz utworzonej drobinie biatka. Ten zesp6t dwudziestw
niezbednych do syntezy biatka aminokwaséw Crick okreslit jako «The Magic
Twenty» (Crick 1958).

1. Szyfr biologiczny

Wedtug definicji szyfr jest to system znakéw dowolnie dobranych stuzacych
do przedstawienia stéw. Przekladajac z jednego szyfru na inny musimy ustalic,
ktére kombinacje znakéw jednego szyfru sa réwnowazne zespolom znakéw dru-
giego szyfru. Powiadamy wigc, ze biatka jako zlozone z 20 aminokwas6w sa pisane
szyfrem 20 znak6w. Kwasy nukleinowe natomiast sg pisane szyfrem czterech znakow
czyli czterech zasad azotowych. Przekazujac informacj¢ z kwaséw nukleinowych
do biatek musimy uporaé si¢ z rozwiazaniem problemu, w jaki sposéb ugrupowania
zasad azotowych w kwasach nukleinowych wyznaczaja polozenie aminokwasow
w laicuchu polipeptydowym.

Gdyby zasad azotowych w kwasach nukleinowych bylo 20, wtedy mielibySmy
prawo przypuszczaé, ze jedna zasada odpowiada jednemu aminokwasowi. Tak
jednak nie jest. Kwasy nukleinowe zawieraja tylko cztery zasady. Dlatego sadzimy,
7ze do ustalenia polozenia jednego aminokwasu w biatku potrzeba kilku zasad azo-
towych. Cztery zasady wzigte po jednej moglyby okresli¢ tylko cztery aminokwasy,
tak jak cztery litery w alfabecie greckim odpowiadaja tylko czterem literom w alfa-
becie lacinskim.

Stoimy wobec zagadnienia, w jaki sposob szyfr zlozony z czterech znakéw thu-
maczy sie na szyfr ztozony z dwudziestu znakow. Jesli weZmiemy po dwie litery
na raz z dostepnych czterech, to otrzymamy 16 kombinacji, gdyz 4 jest 16. Ponie-
waz to nie wystarcza bierzemy po trzy litery na raz i teraz otrzymamy wystarczajaca
ilo§¢ kombinacji: 4* wynosi 64. Jest to duzo wigcej niz potrzeba do okreSlenia
20 aminokwasow.

Jak latwo zauwazyé zagadnienie szyfru biologicznego zostalo pierwotnie sfor-
mulowane teoretycznie na podstawie zaobserwowanej zaleznosci migdzy kwasami
nukleinowymi a biatkami. Kwasy nukleinowe sa wyznacznikami struktury bialek,
rozumowano wobec tego, ze moze uda si¢ zgadnaé, jakie kombinacje elementow
kwaséw nukleinowych odpowiadaja poszczegblnym aminokwasom.

Czyniono teoretyczne zalozenia, ktére pozwolityby wyrugowa¢ sposrod 64 kom-
binacji 44 jako tworzace nonsens. I tak powtorzenie tej samej litery jak AAA czy
BBB przyjeto za nonsens, poniewaz jeli dwa takie same hasta znajda si¢ obok siebie,
to nie wiadomo, z ktérego miejsca trzeba zacza¢ czyta¢ majac na uwadze, ze to
tkwi w kontekscie liter, a istnienia przecinkéw nie zaklada sig, poniewaz wszelkie
proby doszukania si¢ przerw w laficuchach DNA spelzly na niczym. DNA jest
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drobina ciagla. Usuwajac powtdrzenia tej samej litery jako nonsens pozbylimy si¢
w ten sposob nadmiaru czterech kombinacji liter (AAA, BBB, CCC, DDD). Na-
stepne zaloZenie polega na tym, ze bibrac kombinacje trzech liter, a wigc ABC,
BCD itp., usuwamy, jako niepotrzebne, wszystkie cykliczne permutacje danej
kombinacji, a wigc jezeli ABC okreéla jaki§ aminokwas, to BCA i CAB sa cyklicz-
nymi permutacjami tej samej kombinacji liter (puryn i pirymidyn w drobinie DNA)
i nie sa wobec tego dozwolone. W ten sposéb pozbywamy si¢ 40 kombinacji, jako
nie zawierajacych informacji, i z pozostatymi czterema wyeliminowanymi poprzednio
pozostaje dokladnie 20 kombinacji, ktére tworza sens i moga odpowiada¢ pojedyn-
czym literom biatkowego szyfru (Crick et al. 1957).

Takie spekulacje, jakkolwiek pociagajace, wymagaja poparcia doswiadczalnego
tym bardziej, ze autorzy powyzszego rozwiazania problemu przekladu z DNA na
biatko zaproponowali konstrukcje z liter na papierze ulozong w taki sposob, ze
tylko te kombinacje, ktore maja sens moga by¢ z DNA odczytane, natomiast te,
ktére sensu nie tworza nie dadza podstaw do odbioru informacji z nich. Nie przyta-
czamy tu tej konstrukcji szyfru, gdyz trudno wlasciwie sobie wyobrazi¢, w jaki
spos6b mozna by ja byto przylozy¢ do drobiny DNA. Szyfr ten otrzymal nazwe
szyfru trojkowego wylaczajacego, gdyz zaklada, ze jedna i tylko jedna kombinacja
trzech liter (zasad) odpowiada jednemu aminokwasowi. Nie bedziemy si¢ tu zajmo-
wali innymi szyframi wymyS$lonymi wczeéniej (pierwszy zostal zaproponowany
przez Dounce’a w 1952 roku i, niezaleznie od niego, inny przez Gamowa w 1954),
ktorych zaproponowano kilkanascie (Gamow et al. 1956).

Teoretyczne rozwazania usitujace rozwigzaé szyfr biologiczny znalazly ciekawe
sformutowania w pracy Golomba, Welcha i Delbriicka (1958). Autorzy ci
przyjeli za podstawe szyfr trojkowy wylaczajacy i ustalili, ze¢ mozna skonstruowacé
408 tego rodzaju szyfréw. Bledy popelnione w kopiowaniu takiego szyfru albo
spowoduja brak sensu w danej tréjce i wtedy nie odpowiada ona zadnemu istnieja-
cemu aminokwasowi, albo przestawienia sensu i wtedy taka zmieniona tréjka od-
powiada innemu aminokwasowi. W DNA kopiowanie informacji zachodzi wtedy,
kiedy z jednej drobiny DNA powstaja dwie nowe. W czasie tego procesu czasami
zdarzaja si¢ bledy (na przyklad na miejsce guaniny wejdzie adenina) i wtedy mamy
do czynienia z mutacja.

Powstalo réwniez pytanie, czy informacje zawarta w DNA mozna czyta¢ w obu
kierunkach z zachowaniem sensu? W modelu DNA zaproponowanym przez Wat-
sona i Cricka w 1953 roku wigzania fosforowo-cukrowe ida w jednym faficuchu
i w jednym kierunku (z wegla 3’ dezoksyrybozy poprzedzajacej na wegiel 5’ dezo-
ksyrybozy: nastepnej), a w drugim laficuchu w kierunku odwrotnym (5'—3’). W tym
sensie drobina DNA jest symetryczna, gdyz i na jednym, i na drugim jej koncu
bedzie wolna grupa hydroksylowa na weglu 3’ ostatniej dezoksyrybozy jednego an-
cucha i reszta fosforanowa na weglu 5’ ostatniej dezoksyrybozy drugiego faficucha.
Nie da si¢ zatem okresli¢ a priori, z ktérego konica nalezy zacza¢ czytaé. Nie wydaje
sie za to prawdopodobne, aby mozna bylo otrzymaé t¢ sama tres¢ czytajgc raz
z lewa na prawo a drugi raz z prawa na lewo, wobec tego ci sami autorzy usitowali
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Rys. 1. Koncowe grupy drobiny DNA. Kreski pionowe przedstawiaja czasteczki dezoksyrybozy powia
zane od atomu 3’ do 5 resztami kwasu fosforowego. Pary zasad azotowych sa wykropkowane.

skonstruowaé szyfr, ktory, czytany w jednym kierunku, daje dobra informacje,
a czytany w odwrotnym nie. Okazalo si¢, ze aby méc zbudowac taki szyfr, trzeba
si¢ uciec do kombinacji czwérek a nie trdjek. Istnieja nawet pewne dane na poparcie
takiego podejscia do zagadnienia szyfru, o czym poniZej.

2. Czy szyfr biologiczny jest szyfrem parzystym?

Przypomnijmy wpierw sobie, ze gatunki bakterii charakteryzuje rozmaita
zawarto$§¢ par adeniny-tyminy (AT) i guaniny-cytozyny(GC). Pomiedzy gatun-
kami zawierajacymi tylko 25% GC (reszta przypada na adeing z tyming) istnieja
niemal wszystkie posrednie formy sktadu DNA poprzez gatunki, ktére maja rowna
ilo§¢é AT i GC az do form, ktére posiadaja zdecydowana przewage guaniny z cyto-
zyna. Chodziloby zatem o ustalenie, czy sktad DNA wykazuje wspolzaleznos$¢ ze
skladem aminokwasowym bialek u bakterii. Gdyby bowiem si¢ okazalo, ze bakterie.
ktore posiadaja wysoki procent GC maja réwniez znacznie wigcej alaniny lub jakiego-
kolwiek innego aminokwasu niz bakterie posiadajace niski procent GC, to ozna-
czaloby wsp6lzalezno§¢ migdzy zawartoScia GC w DNA i alaniny w biatku.

_ Sueoka (1961) przebadat 12 gatunkéw mikroorganizméw rozrzuconych na
- calym obszarze skali zawarto$ci GC i taka wspélzalezno$¢ wykazal, miedzy innymi,
réwniez dla alaniny. Idac od gatunkéw bakterii o niskiej zawartosci GC.w DNA
stopniowo do tych, ktére maja coraz wigcej GC znajdujemy w biatku kolejnych
gatunkéw bakterii coraz wiecej alaniny, glicyny, argininy i proliny. Znajdujemy
natomiast coraz mniej lizyny, asparaginy i kwasu asparaginowego, glutaminy i kwasu
glutaminowego, fenyloalaniny, izoleucyny oraz tyrozyny. Jednakze 6 aminokwasoéw
wystepuje w tej samej ilo$ci w bakteriach o niskiej, posredniej jak i wysokiej zawar-
tosci GC. Brak wspolzaleznosci z.zawartoscia GC w DNA dla tych aminokwasow
stuzy jako argument, iz szyfr biologiczny jest zbudowany z parzystych kombinacji
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zasad purynowych i pirymidynowych, gdyz na skali GC nie rozrézniamy migdzy
poszczegdlnymi zasadami zawartymi w DNA, a tylko miedzy ich parami. Brak
wspoizalezno§ci miedzy parami zasad a zawartoScia aminokwasow wskazuje
na parzysta ilos¢ liter w szyfrze DNA.

Powyzsze dane doswiadczalne rzucaja takze nowe $wiatlo na nasze pojecia o bio-
logicznym kodzie. Dotad zakladano, ze szyfr ten musi by¢ wylaczajacy i uniwer-
salny. Ot6z wydaje si¢, ze nie moze by¢ wylaczajacy, to znaczy, aby tylko jedno
jedyne ugrupowani¢ zasad azotowych odpowiadalo jednemu aminokwasowi.
Oznaczmy dla zobrazowania parg adeniny z tyminga jako —, a par¢ guaniny z cyto-
zyna jako . W takiej notacji nastgpstwo par AT i GC bedzie wygladato jak list
pisany alfabetem Morse’a. Sueoka, na podstawie omowionych rezultatéw, zapro-
ponowal notacj¢, ktéra zobrazujemy w nastepujacy sposob:

— — — — aminokwasy kodowane wylacznie przez pary AT, to znaczy amino-
kwasy o bardzo wyrazZnej odwrotnej wspétzaleznosci z zawarto$cia GC
w DNA;

’ ' ' ’aminokwasy kodowane wylacznie przez pary GC, to znaczy amino-
kwasy o bardzo wyraZnej zaleznoéci od zawarto$ci GC w DNA;

* ' ' _—_oraz ——— ' aminokwasy szyfrowane przez przewazajaca ilo$¢
par GC albo AT zaleznie od tego, czy jest ich wigcej u gatunkéw o wyz-
szej zawartoSci GC lub wigce] u gatunkow o nizszej zawartosci GC

" (wigcej AT odpowiednio);
— — " " aminokwasy kodowane w réwnej mierze przez AT i GC.

Sueoka przyjal, ze tak powinny by¢ kodowane aminokwasy, dla ktérych usta-
lono brak powigzania migdzy zawartoScia danego aminokwasu w biatku bakterii
a poziomem GC w DNA. Jednak nie wydaje si¢ to sluszne, raczej mozna si¢ spo-
dziewaé, 7ze temu samemu aminokwasowi w bakterii o wysokiej zawartosci GC
bedzie odpowiadalo ugrupowanie z przewaga guaniny i cytozyny, podczas gdy
w bakterii o niskiej zawarto$ci GC symbol oznaczajacy ten aminokwas bedzie miat
wiecej adeniny i tyminy niz guaniny i cytozyny. Latwo to sobie uzmystowié, jesli
wezmiemy pod uwage, ze zawarto$¢ 759 GC oznacza, iz na trzy pary guaniny-
cytozyny przypada tylko jedna para adeniny-tyminy ("’ "'—'’"'—"""—)
i na odwrét u bakterii, takiej jak Welchia perfringens na trzy pary adeniny-tyminy
przypada Jedna guanina-cytozyna (~— —_ ' — — ). Jeili
przeliczy si¢ dane zawarte w omawianej pracy wedlug proponowanego szyfru
czworkowego, to otrzymamy okoto 409 nadmiaru GC dla bakterii zawierajacych
75% GC w DNA i 409, nadmiaru AT dla bakterii zawierajacych 259, GC (Welchia
perfringens). Aminokwas, ktory bylby kodowany wylacznie przez GC skupitby,
na przyklad u Welchia perfringens, w jednym miejscu cztery pary GC, po ktérych
musialoby nastapi¢ 12 par AT (' ' ——~———-—————a— ' — — —
etc.). W ten sposob chcac wlaczyé w biatko bakterii wystarczajaca ilo§¢ aminokwa-
sow, ktore bylyby kodowane wytacznie lub razem z AT rowniez przez GC, wyczerpa-
libysmy predko caly zapas GC w bakterii, ktéra ma az 75% AT. W ten sposéb nie
wszystkie pary AT zostalyby zuzyte na kodowanie, co daje 6w nadmiar. Ten «nad-
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miar» nie zawierajacych informacji par zasad, musiatby by¢ rozsiany rownomiernie
w drobinie DNA, gdyz jak to wykazal sam Sueoka wczesniej (Sueoka et al. 1959)
wewnetrzne niezroznicowanie DNA na fragmenty o wigkszej i mniejszej zawartosci
GC, w obrebie DNA pochodzacego z jednego gatunku, nie da si¢ wykaza¢ nawet
wtedy, jesli ciezar drobinowy DNA zostanie zredukowany do 600 000. Taki fra-
gment DNA zawiera tylko kilkaset par zasad. Wobec tego nie mozemy przyjaé
istnienia takiego nadmiaru GC lub AT w postaci informacyjnie pustych obszaréw
ztozonych z jednego typu par zasad. Na tej podstawie fatwiej jest przyjac, gdy chodzi
o niektore przynajmniej aminokwasy, a szczegoélnie te, ktore wykazuja brak wspot-
zalezno$ci, iz odpowiadaja im nie te same ugrupowania elementow DNA w zalez-
no$ci od potozenia danego gatunku na skali GC.

Sa to pierwsze dane do$wiadczalne uzyskane $wiadomie w celu popchnigcia
naprzod zagadnienia szyfru. Jednak w tej dziedzinie wydaje sig, ze jeszcze wszystko
jest do zrobienia. Na przyklad nie mozna a priori wykluczy¢ mozliwosci, ze nie
na kazdy aminokwas przypada ta sama ilos¢ zasad w DNA. Taka mozliwo$¢ ogrom-
nie skomplikowalaby dos$wiadczalne potraktowanie calego zagadnienia.

3. Jadrowe pochodzenie RNA

Posrednikiem migdzy DNA a bialkiem jest kwas rybonukleinowy. Udziat
kwasu rybonukleinowego (RNA) w syntezie biatka zostal wykazany juz 20 lat
temu przez Casperssona (1941) i Bracheta (1941). Ostatnie lata przyniosty
obfite badania nad strukturg matrycy, ktéra odbija drobiny biatka (McQuillen
et al. 1959, Tissieres et al. 1960, Cowie et al. 1961). Matryca syntetyzujaca biatko
to kompleks RNA i polipeptydu. Kompleksy te mozna z bakterii wydzieli¢ (naj-
lepiej zostaly one przebadane u E. coli), jako tzw. rybosomy czyli cialka zawiera-
jace kwas rybonukleinowy. Rybosomy wydziclone z bakterii s3 réznej wielkosci,
a stosunek RNA do zawartego w nich biatka (polipeptydu) jest staly jak 1:2, to
znaczy, ze na jeden nukleotyd RNA przypadaja dwa aminokwasy. Wagowo RNA
stanowi 2/3 substancji rybosomoéw. Blizsze badania wykazaly, ze najpierw w ko-
morce powstaja male rybosomy, o jednej drobinie RNA i dwoch tancuchach poli-
peptydowych, nastepnie dwa takie rybosomy tacza si¢ w jeden wigkszy. Kilka ko-
lejnych agregacji 1 otrzymujemy szereg rybosomoéw, ktére si¢ rozroéznia wedlug
szybkosci sedymentacji w ultrawiréwce (Bolton et al. 1959, Aronson et al. 1960).

Rybosomy zostaly wydzielone rowniez z materiatu roslinnego (Ts’o et al 1956,
1958), z drozdzy (Chao 1957, Osawa i Hotta 1959) i komérek zwierzgcych (Pa-
lade 1955, Palade i Siekevitz 1956 a, 1956 b, Schweet et al. 1958). Ostatnio
udalo sie uzyskaé synteze hemoglobiny na rybosomach in vitro (Bishop et al. 1960,
Dintzis 1961). Réwniez u bakterii udalo si¢ wykazac, ze B-galaktozydaza pojawia
si¢ najpierw na rybosomach, a dopiero potem przechodzi do cytoplazmy (McQuil-
len et al. 1959, Cowie et al. 1961). Badania nad innymi enzymami rozpuszczal-
nymi wykazaly rowniez, ze zanim przejda one do cytoplazmy, wpierw powstaja
na rybosomach (Aroson et al. 1961).
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Caspersson (1950), postugujac si¢ utrwalonymi preparatami komorek, stara
sic udowodnié, ze¢ RNA przechodzi z jadra do cytoplazmy, a w szczegdlnosci, ze
jaderko jest pierwszym miejscem syntezy RNA. Casperssonowi pozniej zarzucano,
ze produkuje artefakty. PoZniejsze badania przeprowadzone in vitro z izotopami
potwierdzity te hipoteze. Najlepszego dowodu dostarczyt Zalokar (1960), ktéry
badat inkorporacje znakowanych prekursoréw biatka i RNA w strzgpkach Neuro-
spora crassa. Wirujac strzepki grzybni udato si¢ tatwo uzyska¢ rozdzielenie jadra
od mitochondriéw, cytoplazmy i ergastoplazmy, to znaczy tej czeSci protoplazmy,
ktora skupia rybosomy i jest bardzo bogata w RNA. Jako prekursor RNA stuzyla
trytowana (H?) urydyna. Tak znakowana urydyna byla podawana w pozywce przez
1 do 4 minut. Izotop pojawial si¢ niezmiennie najpierw we frakcji jadrowej wska-
zujac tym samym na lokalizacj¢ nowo powstalego RNA, gdy tymczasem ergasto-
plazma znacznie bogatsza w RNA nie wykazywala obecnos¢i izotopu. Dopiero
po o$miu minutach izotop zaczal si¢ przemieszcza¢ z frakcji jadrowej do frakcji
ergastoplazmy. Efekt ten mozna bylo najlepiej zauwazy¢, jeSli grzybnia Neuro-
spora pozostawala w pozywce z trytowana urydyna na przeciag 1 minuty, a nastepnie
zostala przeniesiona do zwyklej pozywki bez izotopu. Po przeniesieniu izotop prze-
chodzit do cytoplazmy i do ergastoplazmy, w ktorej si¢ na koncu skupial.

Jesli na przeciag 10 do 20 sekund do pozywki podawana byla trytowana leu-
cyna jako prekursor biatka, to w taki sam sposéb mozna bylo zaobserwowacl, ze
nowo powstale bialko, zawierajace promieniotwdrczy aminokwas, pojawilo sig
przede wszystkim w ergastoplazmie, troch¢ w jadrach a troch¢ w mitochondriach,
natomiast enchylema (cytoplazma z wylaczeniem ergastoplazmy i mitochondriéw)
nie przejela izotopu, dopiero po6zniej, co wskazuje, ze nowo zbudowane biatka
szybko opuszczaja miejsce syntezy i rozchodza si¢ po cytoplazmie.

W mysl teorii, z¢ RNA stuzy jako przekaziciel informacji genetycznej z DNA
do biatka, rozbiezno$¢ w skladzie chemicznym DNA powinna si¢ odzwierciedlaé
iw RNA. Tymczasem analizy RNA, jakie przeprowadzono (Belozersky i Spirin
1958), wykazaly tylko stosunkowo male wahania: od 41 do 49 procent zawartosci GC.
Nie odpowiada to w zupelnosci rozpigtosci zmiennosci DNA: 25 do 759, zawar-
tosci GC. Bialka tych organizméw takze nie réznia si¢ na tyle, aby to odzwiercie-
dlalo tak daleko posunigte zréznicowanie materialu genetycznego.

W komorce bakteryjnej jest mniej wigeej 10 razy wigcej RNA niz DNA. Prawie
wszystek RNA to RNA znajdujacy si¢ w rybosomach (okoto 859%). Tym samym
analizy Belozersky’ego odzwierciedlaja RNA rybosoméw. Jest to RNA, ktoéry bez-
posrednio bierze udzial w syntezie biatka. Natrafiamy tu na trudno$¢ wytlumaczenia
posrednictwa RNA miedzy materialem genetycznym (DNA) i biatkiem. Jest rzecza
oczywista, ze RNA, ktory powstaje w jadrze i przenosi informacj¢ zawarta w DNA
na teren cytoplazmy, powinien mie¢ sklad zblizony do DNA, jesli nie taki sam,
tymczasem RNA, jaki spotykamy na terenie cytoplazmy tego warunku nie spetnia.
Czy wobec tego istnieje RNA taki, ktory by przenoszac informacj¢ zawarta w DNA
posiadat ten sam sklad co DNA? Istnienie takiego RNA zostalo po raz pierwszy
wykazane w.badaniach nad rozwojem bakteriofaga T2.
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4. RNA bakteriofaga T2. Hybrydy DNA-RNA

Volkin i Astrachan (1956a) zakazali bakterie Escherichia coli bakteriofa-
giem T2. Wiadomo, ze do wnetrza bakterii przenika tylko DNA bakteriofaga,
sam bakteriofag za§ RNA nie posiada w ogole (Volkin i Astrachan 1956b).
W poprzednich badaniach ustalono juz, ze w bakterii po zakazeniu bakteriofagiem
T2 synteza RNA ustaje, za to synteza biatka nie ulega przerwaniu (Cohen 1948).
Zaistniala paradoskalna sytuacja syntezy nowego biatka bez syntezy RNA. Nowym
biatkiemi byly skladniki okrywy bakteriofaga. Czyzby DNA bakteriofaga bezpo-
§rednio tworzyt nowe biatka?

Volkin i Astrachan w kilka minut po zakazeniu dodawali do pozywki P*?, a na-
stepnie po kilku minutach do§wiadczenie przerywano i ekstrahowano RNA. Spo-
dziewano si¢ znalez¢ w ten sposob nowy RNA, jezeli taki powstaje po przeniknigciu
DNA bakteriofaga do komérki. Metoda izotopowa jest co najmniej 1000 razy
czulsza niz metody analizy chemicznej na ilo§¢ RNA. Dzigki temu mozna sprawdzic,
czy ilo§é P® w poszczegdlnych zasadach RNA pozostaje w takim samym stosunku,
jak wykazuje analiza chemiczna catlego RNA w komérce. Gdyby te proporcje oka-
zaly sie inne dla zasad znaczonych P®, to wtedy mozna by sadzi¢, ze mamy do czy-
nienia z nowym rodzajem RNA. W opisanym do$wiadczeniu ilo§¢ izotopu w po-
szczegblnych zasadach otrzymanych po hydrolizie zasadowej przypominala swoimi
proporcjami sktad DNA. Byla to wigc wskazéwka, ze po zakazeniu bakterii DNA
bakteriofaga T2 produkuje nowy swoj wlasny RNA, ktory odbija jemu whasciwy
sktad DNA (38% GC), a nie nalezacy do E. coli (509 GC). Jak wiemy dzisiaj,
bakteriofag T2 po zakazeniu bakterii powoduje w niej syntez¢ calego szeregu no-
wych enzyméw (do tej pory poznano okolo dwudziestu) i to w ciggu pierwszych
minut po zakazeniu (Flaks Cohen 1959, Flaks et al. 1959, Kornberg et al. 1959).

Odkrycie Volkina i Astrachana wykazalo istnienie szybkiej przemiany (turn-
over) RNA (Volkin'1958). W trakcie tej przemiany synteza i rozpad RNA réwno-
waza sie. Dlatego tez nie mozna bylo zauwazy¢ powstania nowego rodzaju RNA
stosujac metody chemiczne. Jest to zrozumiale obecnie, poniewaz w zakazonej
przez T2 bakterii ustaje réwniez synteza rybosoméw (Brenner et al. 1961), ktére
przeciez skupiaja okolo 859% RNA calej komérki (Bolton et al. 1959).

RNA wlasciwy dla bakteriofaga T2 zostal pdZniej lepiej przebadany i scharakte-
ryzowany (Nomura et al. 1960) i stalo si¢ zupelnie jasne, Ze jest to nowy RNA,
jakiego przedtem w komorce bakterii nie byto. Z kolei trzeba si¢ bylo przekona¢
czy RNA, ktéry powstaje po zakazeniu przez bakteriofaga T2 i ktory imituje sktad
jego DNA, potrafi tworzy¢ kompleks z materialem genetycznym, z ktérego wyszedl.
Gdyby bowiem udalo si¢ wykazaé, ze RNA, wydajacy si¢ by¢ bezpoSrednim pro-
duktem DNA, potrafi wigzaé sig w sposob swoisty z tym DNA, czyli potrafitby
wejs¢ z nim w kompleks, to daloby to podstawy do przypuszczenia, ze uszerego-
wanie zasad RNA uzupelnia zasady azotowe na pewnym obszarze DNA w taki
sam sposdb jak uzupelniaja si¢ oba laficuchy DNA. W ten sposob udatoby si¢
wykazaé, ze RNA tego rodzaju, jako pierwszy produkt genowy, jest tez bezpo$red-
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nim odbiciem uszeregowania zasad w genie czyli w pewnym odcinku makromole-
kuly DNA.

W celu przeprowadzenia tego doswiadczenia Hall i Spiegelman (1961)
zastosowali metode opracowana przez Doty’ego i Marmura (Doty et al. 1960,
Marmur Lane 1960). Doty i Marmur zajmowali si¢ termiczna denaturacja
DNA. Podgrzewanie roztworu DNA blisko temperatury wrzenia powoduje rozpad
DNA. DNA ulega denaturacji. Rozpad DNA jest podluzny: tam, gdzie przedtem
byly dwa lancuchy polaczone wigzaniami wodorowymi, tworzac w ten sposob
wielka i prezna drobing DNA, teraz pojedyncze tanicuchy, pozbawione wzajemnej
spojni na skutek rozpadu wiazan wodorowych, sa wiotkie i ich konfiguracja zalezy
miedzy innymi od pradéw termicznych i ruchéw Browna czasteczek wody. Pier-
wotna organizacja drobiny DNA znika przez to zupelnie.

Doty i Marmur badajac temperatury topnienia DNA przekonali si¢, Ze przy
powolnym chlodzeniu (przez wylaczenie ogrzewania fazni, w ktdrej umieszczone sa
probki «stopionego» DNA) z jednotaricuchowej mieszaniny drobin DNA, w kto-
rych wiazania wodorowe ulegly zerwaniu na calej dtugosci drobiny, otrzymuje
sie z powrotem catkowite drobiny DNA zbudowane, jak poprzednio, z dwéch
lancuchéw. Do tak odtworzonego DNA zastosowano sprawdzian biologiczny:
DNA wyekstrahowany z bakterii odpornych na streptomycyne, poddany dziataniu
temperatury powodujacej rozsunigcie si¢ obu lanicuchéw, traci zdolno$¢ przeka-
zania odpornosci na streptomycyng do szczepu bakterii uczulonych na dziatanie
streptomycyny. Ten sam nieczynny zdenaturowany preparat DNA podgrzany
ponownie i tym razem poddany powolnemu chtodzeniu (trwaly preparat jedno-
tancuchowego DNA otrzymuje si¢ przez szybkie chtodzenie podgotowanego roz-
tworu) odzyskuje zdolno$é przekazywania cechy odpornosci na streptomycyng.
Aktywno$¢ biologiczna takiego preparatu DNA zostala zatem przywrécona przez to,
7e dwa laficuchy DNA, ktore rozeszly si¢ pod dziataniem podwyzszonej tempera-
tury, w okresie kiedy temperatura opadata powoli, mialy dosy¢ czasu, aby si¢
w roztworze odnalezé i z powrotem owina¢ jeden naokoto drugiego, odtwarzajac
w ten sposéb pierwotna drobing DNA z wszystkimi jej whasciwosciami (Marmur
Lane 1960).

DNA i RNA mozna bardzo skutecznie rozdzieli¢ przy pomocy wirowania
w spadku gestosci (vide cze$é I). RNA ma wigkszy cigzar wlasciwy niz DNA i dla-
tego skupia si¢ na dnie proboéwki, DNA natomiast pozostaje w poblizu menisku.
Jesli DNA znakowany trytem (H?®) zmieszany z RNA znakowanym fosforem (P*)
bedziemy wirowaé¢ w odpowiednim spadku gestosci, to otrzymamy wtedy rozdziat
promieniotworczosci. Postugujac si¢ aparatem, ktory rejestruje dwa rézne rodzaje
promieniowania réwnocze$nie, mozemy przeanalizowaé wszystkie frakcje, od dna
probowki az do menisku, na zawarto$¢ obu izotopéw. W opisanych warunkach
otrzymamy skupienie P* u dna probowki, a skupienie H* przy menisku.

W nastepujacym doséwiadczeniu usitowano wykry¢ czy RNA, ktory powstaje
w komorce bakterii z inicjatywy bakteriofaga T2, utworzy kompleks z jego DNA.
DNA znakowany trytem podgrzano do temperatury 95°C tak, aby caly rozpadt
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“sie na pojedyncze lancuchy. Nastepnie caly roztwér szybko ochtodzono w lazni
z lodem, aby zachowa¢ jednolanicuchowos¢ DNA. Z kolei tak podgrzany jedno-
laficuchowy DNA (H®) zmieszano z RNA (P®) wyizolowanym z bakterii po zaka-
zeniu przez T2. Mieszanine podgrzano do 65°C, a nastgpnie powoli chtodzono
i poddano wirowaniu w spadku gesto$ci. RNA i DNA zostaly rozdzielone wedtug
skupienia si¢ promieniotworczoéci P i H?. Co jednak dalo si¢ zauwazy¢ to male
skupienie promieniotwoérczo$ci P*? we frakcji DNA. Nalozenie si¢ promieniotwor-
czosci trytu i fosforu wskazywato na obecno$¢ hybrydu DNA i RNA.

Z uwagi na sam charakter zastosowanego w doswiadczeniu RNA, ktére bylo
znakowane tylko w ciggu pigciu minut po zakazeniu bakterii, migdzy 3 a 8 minuta,
mozna si¢ bylo spodziewaé nie wigcej jak tylko malej ilosci, ktora z DNA bedzie
sie wigzaé. Przekonano si¢ rowniez, ze reakcja ta jest stechiometryczna, to znaczy,
bez wzgledu na proporcje migdzy iloscia DNA i RNA w mieszaninie, wyizolowany
kompleks posiadal zawsze taka sama ilo§¢ DNA (ktdérego jest wigcej, poniewaz
ciezar jednej drobiny DNA w tych do$wiadczeniach wynosit okolo 10 milionow)
w stosunku do ilosci RNA (tego byto mniej, poniewaz cigzar drobinowy RNA w tych
doswiadczeniach byl ponizej miliona) (Hall i Spiegelman 1961).

Hybryd DNA-RNA nie powstawal w tych samych warunkach, jesli DNA nie
byt uprzednio podgrzany do temperatury 95°, czyli nie przeszedt w stan rozsunigcia
laficuchéw lub jezeli uzyto DNA innego bakteriofaga, na przyklad TS5, nie méwiac
juz o zastosowaniu DNA bakterii. Jest rzecza znamienna, ze T2 i TS posiadaja
te sama ilo§¢ GC, jednak RNA pochodzacy od bakteriofaga T2 nie faczy si¢ z DNA
bakteriofaga T5. Swiadczy to dobitnie o réznym uszeregowaniu zasad u obu
bakteriofagéw wykluczajacym homologi¢ migdzy nimi nawet na krétszych od-
cinkach.

Pézniej udato si¢ wyizolowaé hybryd DNA-RNA in vivo z bakterii zakazonych
bakteriofagiem T2. Hybryd DNA-RNA jest odporny na dziatanie nukleaz: DNazy
i RNazy, co wskazuje dobitnie na zwiazek jakoSciowo rézny od samego DNA
i samego RNA (Spiegelman et al. 1961).

5. RNA informacyjny a funkcje syntetyczne rybosoméw

Na podstawie opisanych do$wiadczeri wida¢, Ze istnieja nastgpujace warunki,
ktére DNA i RNA musza spelnié, aby przekazanie informacji zostalo spelnione.
DNA moze zrodzi¢ drobine RNA, ktora przejmie zawarta w pewnym jego obszarze
informacje genetyczna tylko wtedy, je$li podwdéjny taricuch DNA na tym obszarze
rozsunie sie i odstoni swoje zasady purynowe i pirymidynowe. Prekursory RNA
moga wtedy z tymi zasadami tworzy¢ wigzania wodorowe i tak powstaje tancuch
RNA, ktory odbiera z DNA zawarta w nim informacje. Dos$wiadczenia przepro-
wadzone in vitro nad synteza RNA wykazaly istnienie enzymu syntetyzujacego
RNA tylko w obecnosci DNA. Produkt tej reakcji jest zupelnie podobny do DNA,
jesli chodzi o jego sklad zasad (Weiss 1960, Hurwitz et al. 1960, Weiss Na-
kamoto 1961).

-
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RNA powstajacy niejako wewnatrz drobiny DNA musi ja nastgpnie opuscié
i przejs¢ do cytoplazmy. Poniewaz wiemy, ze nie wszystkie geny sa sobie réwne
wielko$cia — jedne zajmuja wigkszy obszar DNA, inne mniejszy — zatem i RNA
informacyjny powinien wykazywa¢ zréznicowanie wielkosci. W rzeczy samej udato
si¢. wyizolowa¢ RNA trzykrotnie wigkszy od tego, jaki otrzymano w pierwszych
doswiadczeniach z bakteriofagiem T2 (Spiegelman 1961).

Gdazie si¢ kieruje RNA informacyjny wydostawszy si¢ z terenu materiatu gene-
tycznego ? Oczywiscie tam, gdzie odbywa si¢ synteza bialek, a wiec do rybosoméw.

Rybosomy posiadaja RNA, ktorego konfiguracja w roztworze jest réwnie swo-
bodna jak w pofaczeniu z polipeptydami, ktore razem z RNA skladaja si¢ na rybo-
somy (Fresco et al. 1960, Zubay Wilkins 1960). Dopiero pod wplywem in-
formacyjnego RNA kwas rybonukleinowy rybosoméw ksztaltuje sie w okre§lony
sposob wedlug informacji- przyniesionej przez 6w RNA. Dopiero teraz moze byé
syntetyzowana okreslona drobina biatka. Pozniej, gdy RNA informacyjny odptynie
z rybosomu lub ulegnie rozpadowi nowa drobina informacji, pochodzaca z innego
genu, moze ten sam rybosom uformowa¢ w matrycge produkujac juz teraz inny
enzym. Niestalo§¢ RNA informacyjnego zostala wykazana, co stwarza szczegdlne
trudnosdci w izolowaniu go (Spiegelman 1961, Brenner 1961). Réwniez powia-
zanie tego RNA z rybosomami jest luzniejsze daleko bardziej niz kwasu rybonuklei-
nowego, ktory w rybosomach znajduje si¢ sita rzeczy. Jednym stowem RNA infor-
macyjny jest to typ drobin stuzacych jedynie temu, aby szybko przekazaé informacje
z genéw do fabryki biatek. Drobiny informacji sa réwniez na tyle niestale, ze umozli-
wia to kontrolg syntezy ilo§ci produkowanego biatka.

Dzigki tym badaniom odpadia proponowana hipoteza, ze gen tworzy jako swoj
pierwszy produkt odpowiedni rybosom przeznaczony do syntezy jednego okreslo-
nego rodzaju biatka. O losie tej hipotezy zawazyly analizy Belozersky’ego i Spi-
rina wykazujace, Ze RNA roznych gatunkéw bakterii nie odzwierciedla skladu
DNA organizmu, z ktérego pochodzi. Belozersky i Spirin, analizujac catkowity
RNA bakterii, w istocie mieli do czynienia z RNA rybosoméw. Do tego nalezy
dodac najbardziej dobitny dowod doswiadczalny, ze w zakazonej przez bakterio-
faga komorce, w czasie gdy zachodzi synteza bialek bakteriofaga, nie ma syntezy
nowych rybosoméw (Brenner et al. 1961).

Jeszcze jeden typ do$wiadczen doskonale unaocznia te sytuacje. Bakterie rosnace
W pozywce pelnej rozmnazaja si¢ bardzo szybko i syntetyzuja wielka ilo$é rybo-
somow. Wzrost bakterii jest wprost proporcjonalny do syntezy 1ybosoméw (K jeld-
gaard 1961). Pozywka pelna zawiera wszystkie aminokwasy, liczne zwiazki cukrowe,
nukleozydy, witaminy i tym podobne. Zwiazki te sa dostepne komérkom w obfi-
todci, wylaczajac tym samym synteze calego szeregu enzyméw wewnatrz bakterii
(Vogel 1960). Te enzymy sa niepotrzebne. Bakterie przeniesione z pozywki petnej
na mineralng z dodatkiem glukozy przestaja rosna¢ na jaki§ czas. Nie syntetyzuja
nowych rybosoméw, bo maja ich pod dostatkiem, ale na gwalt potrzebuja nowych
enzyméw. W tym stanie rzeczy DNA wysyla en masse RNA informacyjny, ktory
przez pierwsze pét godziny (u Pseudomonas aeruginosa nawet cala godzing) dosko-
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nale odbija sklad zasad DNA. W miare uptywu czasu, od przeniesienia do nowej
pozywki, RNA informacyjny stopniowo zaciera si¢ przez na nowo podjeta synteze
RNA rybosoméw (Spiegelman 1961). RNA informacyjny nie stanowi bowiem
wiecej niz 1% RNA bakterii i dlatego mozna go wykry¢ tylko w specjalnych oko-
liczno$ciach.

Trzeba rowniez zdaé sobie sprawe z tego, ze nie wszystkie geny moga by¢ rownie
czynne. Synteza witamin6éw bedzie wymagata minimalnej iloéci drobin enzyméw,
natomiast synteza aminokwaséw bedzie wymagala wielu drobin enzyméw, gdyz
szybka synteza bialek w wielu punktach cytoplazmy wymaga szybkiej i réwnomier-
nej dostawy wszystkich aminokwaséw. Wobec tego synteza enzyméw metabolizmu
aminokwaséw bedzie wymagala najprawdopodobniej obfitszej i czgstszej inter-
wencji RNA informacyjnego, ktory musi obsadzi¢ wigksza iloS¢ rybosomow.
W takich warunkach wymknie si¢ nam RNA, ktory, na przyklad, jeden jedyny raz
w ciagu okresu miedzy podzialami powoduje syntezg jednej drobiny enzymu zwia-
zanego, przypusémy, z ktérym$ z etapdéw syntezy witaminu By,.

Dla przykladu mozna poréwnaé wielkos¢ RNA informacyjnego z wielkoscia
genomu jednej bakterii: najwigksza do tej pory wyizolowana drobina RNA, ktéry
stuzy funkcji przekazywania informacji, ma cigzar drobinowy 1,6 x10%, co odpo-
wiada okolo 0,01 procent calego genomu komoérki bakterii (a raczej jednego jadra)
(Spiegelman 1961). Gdyby nie bylo drobin wigkszych, to DNA jednego jadra
bylby w stanie wypusci¢ okolo 10 tysiecy drobin RNA informacyjnego, co w zu-
petnosci pokrywa zapotrzebowanie komorki na kilka tysigcy enzymow i ich genowa
kontrole.

Autor sklada serdeczne wyrazy podzigkowania dr Marii Knothe, ktorej kry-
tyczny umyst i Zywe zainteresowanie byly mu niezastapionga pomoca w opracowy-
waniu tematu.
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