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DNA 1 RNA:

czasteczki dziedzicznoéci

Rys. 4-1. Schemat struktury DNA. Szkielet
cukrowo-fosforanov -y - kolor czarny,
zasady -— inne kolory. [Wedtug: A. Kom-
berg, The synthesis of DNA, Copyright

© 1968 by Scientific American, Inc, All
rights reserved]

D NA jest bardzo dfuga makroczasteczka podobng do nici, zbudowana z wielkiej

liczby deoksyrybonukleotydéw, z kiérych kazdy skiada si¢ z zasady, cukru
i grupy fosforanowej, Nosnikiem informacji genetycinej sq zasady zawarte .
w czqsteczkach DNA, podczas gdy reszty cukrowe i Josforanowe pelniq role
strukturalng, Niniejszy rozdzial przedstawia kluczowe do$wiadczenia, kidre
ujawnily; ze materiaiem genetycznym jest wlasnie DNA. W dalszym ciagu
rozdziat ten opisuje budowg dwuniciowe] helisy DNA. Z chwilg odkrycia tej
struktury komplementarny charakter jej dwéch tancuchéw sugerowal bezpo-

stednio, ze kazdy z nich jest matryca dla drugiego podczas replikacji DNA.
Replikacje katalizuja enzymy, zwane polimerazami DNA, ktére w procesic
tym czerpig instrukcje od matrycowych laficuchéw DNA., Enzymy te sa
doskonale specyficzne i replikujac DNA" popetniaja bledy z czestosciy
mniejsza niz | na 100 milionéw nukleotydéw. Z DNA sg zbudowane geny
wszystkich komérek oraz wielu wiruséw. Niektére wirusy jako material
genetyczny wykorzystuja jednak RNA (kwas rybonukleinowy). Przyktady
genetycznej roli RNA w wirusach rolinnych i wirusach nowotwordw
zwierzecych sg przedstawione w koricowej czescei tego rozdziatu.

DNA sktada sig z 4 rodzajow zasad
przytaczonych do rdzenia cukrowo-fosforanowego

Ay

DNA. jest polimerem zbudowanym z jednostek monomerycznych — deok-

“syrybonukleotyddw. Kazdy nukleotyd skiada si¢ z zasady azotowei, cukru
oraz z jednej lub wiecej grup fosforanowych. Cukrem wystepujacym
w deoksyrybonukleotydach jest deoksyryboza. Przedrostek deoksy oznacza,
ze W czasteczce tego cukru brak jednego z atoméw tlenu zawartych

Rysunek tytulowy: Model dwuniciowej helisy DNA. Intensywnymi kolorami przedstawiono
tadcuchy fosforanowo-rybozowe, a zasedy kolorami rojjusuionyini,
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w. zwiazku wyjSciowym, tj. w rybozie. Zasadami azotowymi sa pochodne
puryny lub pirymidyny. Zasadami purynowymi w DNA s3 adenina (A)
i guanina (G), a pirymidynowymi — tymina (T) i cytezyna (C).
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Zwigzek zasady purynowej lub pirymidynowej 'z cukrfem nazywamy
nukleozydem. W DNA wystepuja 4 rodzaje nukleozyddw: deoksyadenozyna,
deoksyguanozyna, deoksytymidyna i deoksycytydyna. JW deoksyrybonuk-
leozydach N-9 zasady purynowej lub N-1 zasady pirymidynowej jest
zwigzany z C-1 deoksyrybozy. . Utworzone w ten sposéb ~wigzanie
N-glikozydowe ma konfiguracje [ (zasada lezy nad plaszczyzna pierécienia
cukruy. Ester nukleozydu i kwasu fosforowego nazywamy nukleotydem.
Najczestszym miejscem estryfikacji w nukleotydach wystgpujacych w przy-
rodzie jest grupa hydroksylowa zwigzana z C-5 cukru. Tego rodzaju zwiazek
jest nazywany nukleozydo-5'-fosforanem lub 5'-nukleotydem. Na przykiad
deoksyadenozyno:S'-trifosforan (dATP) jest aktywowanym prekursorem
syntezy DNA. Jest on aktywowany dzigki obecnoéci dwéch wiazan

“bezwodnikowych W' reszcie trifosforanowej, Cyfra ze zhaczkiem prim (')
okredla atom w czasteczee cukru, natomiast cyfry bez znaczka prim okreslajg
atom pierécienia purynowego lub pirymidynowego. Przedrostek d w dATP
oznacza, Ze cukrem jest deoksyryboza, co odrézma ten zwigzek od ATP
w ktérym cukrem jest ryboza.

HO H HO H
deoksyadenozyna 5"trifosforan deoksyadenozyny
{nukleozyd A) , (dATP)
{nukieotyd A)

1 Rdzert DNA jest niezmienny wzdhuz calej czasteczki i sklada sig z reszt’

dé:oksyrybozy potaczonych resztami fosforanowymi. Grupa 3'™-hydroksylowa

reszty. cukrowej jednego deoksyrybonukleotydu jest polgczona z grupg

5'-hydroksylows nastepnej reszty cukrowej wiazaniem fosfodiestrowym.
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Rys. 4-2. Suukura fragmentu taricucha DNA

- Zmienng czesciq DNA jest sekwencja czterech rodzajow zasad (A
Odpowiednie jednostki nukleotydowe nazywamy deoksyadenyla

_syguanylanem, deoksycytydylanein i deoksyrymidylanem:|Stru
DNA przedstawiono na rysunku 4-2. S

. Surukture DNA mozna W uproszczony sposdb przedstawi¢ nastgpu

symbolami czterech podstawowych deoksyrybonukleozydéw sa;

A G c. T

Pionowe linie oznaczaja cukier, natorniast litery A, G, CiT pnedstawiaja
zasady. Symbol (P) oraz ukosne kreski widoczne na kolejnym schemacie
oznaczaja wiazanie fosfodiestrowe. Kreski te tacza ¢rodek jednej linil
- pionowej, oznaczajacy grupe 3.0QH, z koricem nastepnej linii, oznaczjacym
grupg 5-OH. W przedstawionym w przykiadzie symbol (® oznacza, 7€
deoksyadenylan jest potaczony Z deoksycytydylanem wigzaniem fosfodiest-
rowym, & dokladniej, ze 3-OH deoksyadenylanu jest polaczone przez grupe
fosforanowa z 5'-OH deoksycytydylanu.

Przypu$cmy teraz, se do deoksycytydylanu w tym dinukleotydzie zostanie
przylaczony deoksyguanylan. Powstanie wowczas rinukleotyd, ktorego,
strukturg mozemy przedstawié w ten spos6b:

Trinukleotyd ten mozemy zapisaé W skréconej formic jako pApCpG. iub
w jeszcze bardziej uproszczony sposob jako pACG.

Sy

" Laricuch DNA wykazuje po‘Iamos'yc",f«Jeden 7 jego koricow ma grupe 5-OH.
drugi 3'-OH, przy czym grupy te nie sa potaczone 2 jakimikolwiek innymi
nuklcotydami. Przyjeto konwencjg, ¢ niezwiazana grupa 5.0OH jest uloko-
wana w nukleotydzie znajdujacym si¢ PO lewe]j sironic skrétowei formy
zapisy, natomiast grupa 3.QH w ostatnim nukleotydzie po prawej stronie
zapisu’T)W przytoczonym przyktadzie (ACG) na koricu 5’ znajduje SI¢
deoksyadenylan, na koficu 3 — deoksyguanyla’d. Tak wiec, kolejnos¢ zasad
zapisiije sig W kierunku ' — 3‘} Przypomnijmy U, e sekwencje aminokwaséw
w biatkach zapisuje si¢ W Kierunku od kodca aminowego do karboksylowego.
Nalezy zauwazyé, 2 ACG i GCA sa réznymi zwigzkami, podobnie jak
Glu-Phe-Ala rézni sig od Ala-Phe-Glu. : ‘

Transformacja pneumokokéw przez DNA ujawnita,
e geny s3 utworzone z DNA

W odkryciu genetyczne] roli DNA wazna rol¢ odegraly bakterie Pneumococ:
cus. Normalne pneumokoki sq otoczone 14niaca, $luzowala otoczka poli:
sacharydowa. Ta zewnetrzna warsiwa decydvje © patogennosci bakterii
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'wywomjacych zapalenie ptuc u ludzi lub u innych ssakéw podatnych na
~ zakazenie. Mutanty pozbawione polisacharydowej otoczki nie sq chorobo-
twdrcze. Normalne bakterie oznacza si¢ jako forme S (ang. smooth — gtadki,
poniewaz tworzg kolonie ctadkie), natomiast mutanty bez otoczki sg nazywane
formq R (ang. rough — szorstki, gdyz tworzg kolonie szorstkie). Mutanty
R nie zawieraja enzymu potrzebnego do syntezy polisacharydu otoczki.

W 1928 roku Fred Griffith odkryl, ze niechorobotwérczy mutant R moze
ulec transformacji w patogenng forme S. Wstrzykiwat on myszom mieszaning
zywych pneumokokdw R oraz pneumokokéw S zabitych wysoka temperatura.
Zaskakujacy byt fakt, ze mieszanina ta byla letalna dla myszy, chociaz
zaréwno same mutanty R, jak i same pneumokoki S zabite termicznie
i wstrzykiwane osobno nie byty letalne. Krew zabite] myszy zawierata zywe
pnéumokoki S. A wiec pneumokoki S zabite dziataniem wysokie] temperatury
w jaki§ spos6b przeobrazaly zywe pneumokoki R w zywe pneumokoki S.
Zmiana ta byla trwata: transformowane pneumokoki wytwarzaly chorobo-

~tworcze potomstwo formy S. Stwierdzono nastepnie, Ze transformacja R — S
moze zachodzi¢ in vitro. Niektére komdrki formy R rosnacej w hodowli byly
transformowane w forme S po dodaniu bezkomdrkowego ekstraktu pneumo-
kokéw.$ zabitych dziataniem wysokiej temperatury. Odkrycie to stanowito
wazny etap w wyjaénieniu chemicznego mechanizmu transformacji.

Bezkomdrkowy ekstrakt zabitych termicznie pneumokokéw S rozfrake-
Jonowzmo 1 zmierzono aktywno$¢ transformujaca jego sktadnikéw. W “roku
1944 Oswald Avery, Colin MacLeod i Maclyn McCarty oglosili, ze
U Pneumococcus typu Il czynnikiem transformujqcym jest kwas nukleinowy
‘tvpu deoksvrybozowego”. Wniosek ten uzasadniaty wyniki eksperymentéw:
1) analiza oczyszczonego i bardzo aktywnego czynnika transformujacego

~wskazywata, Ze jest to DNA; 2) wladciwosci optyczne, sedymentacyjne,
dyfuzyjne i elcktroforetyczne oczyszczonego materiatu transformujgcego
byly .identyczne jak DNA; 3) nie stwierdzono utraty aktywnosci transfor-
mujacej czynnika po ekstrakcji z niego bialka i (lub) lipidéw; 4) trawienie
trypsyna i chymotrypsyna nie wptywalo na aktywno$¢ transformujaca;
5) rybonukleaza (rozkladajaca kwas rybonukleinowy) nie dziatala na czynnik

transformujacy; 6) utrata aktywnosci transformujacej nastepowata po dodaniu’

deoksyrybonukleazy.

Praca ta jest kamieniem mxlowym w historii rozwoju biochemii. Az do
1944 roku ogdlnie przyjmowano, ze noénikiem informacji genetycznej sa
biatka chromosomowe i ze DNA odgrywa role drugorzedna. Ten przewazajacy
wéwczas poglad zostal obalony po udowodnieniu, ze oczyszczony DNA ma
wilasciwosci genetyczne. Zywy opis badar i ich implikacje przedstawit Avery
w 1943 roku w liscie do brata, mikrobiologa pracujacego w  innym
uniwersytecie (rys. 4-4). '

Dalszego potwierdzenia genetycznej roli DNA dostarczyly badania wirusa,
ktéry infekuje bakterie Escherichia coli. Bakteriofag T2 jest zbudowany

z DNA i okrywy biatkowej (rys. 4-5). W 1951 roku Roger Herriott =

sugerowal, ze ,wirus moze dziala¢ jak mala strzykawka, wypelniona
czynnikiem transformujacym. Wirus jako taki nigdy nie wnika do komorki,
tylko jego ogonek kontaktuje si¢ z gospodmem 1 prawdopodobnie en-
zymatycznie wycina mala dziurke w blonie komdrkowej. Nastepnie kwas
nukleinowy wirusa wplywa do komdrki”. Pomyst ten w 1952 roku sprawdzili
Alfred Hershey i Martha Chase w nastgpujacy sposéb: DNA fagowy
znakowano radioizotopem **P, a bialko otoczki znakowano **S. Znakowanie
takie bylo bardzo specyficzne, poniewaz DNA nie zawiera siarki, a “otoczka
biatkowa jest pozbawiona fosforu. Hodowlg E. coli infekowano znakowanym
radioaktywnie fagiem, ktéry faczyt sie z komdrkami bakteryjnymi podczas
krétkiego okresu inkubacji, Zawiesing mieszano przez kilka minut w homo-

Rozdziat 4 - o~
DNA | RO~

Rys. 4-3, Transformacja nicpatogennych
pneumokokéw R (male kolonie) w patogenne
preumokoki S (duze. blyszczgce kolonic)
przez DNA pochodzacy z pneumokokow

S zabitych wysoka temperatuma. {Z: O.T.
Avery; C:M.-Maelicod and M. McCany.

J. Exp. Med. 79(1944):158]
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Rys. 4-4. Fragment listu napisanego w maju
1943 roku przez Oswalda Avery'ego do
brata Roya {Z: R.D. Hotchkiss. In Phage
and the Origins of Molecular Biology.

J. Caims, G.S. Stent and J.D. Watson. eds.
{Cold Spring Harbor Lavoratory, 196\:) pp.
185- 186]

Rys. 4-3. Schemat bakteriofaga T2,
wstrzykujacego DNA do komérki bakteryjnej
[Wedtug: W.B. Wood and R.S. Edgar,
Building a bacterial virus. Copyright © 1967
by Scientific American, Inc. Al rights
reserved]

- Przez ostatnie dwa lata "pro'bowalem wykryé, najpierw = MacLeodem, a teraz
2 dr. McCartym, istote chemiczng tej substancji w ekstrakcie bakteryjnym, kidra

" indukuje t¢ specyficzna zmiane. Nieoczyszezony eksirakt pneumokokdw rypu Il
pelen jest otoczkowych polisacharyddw, weglowodandw G {somatycznych),
nukleoprotein, wolnych kwaséw nukleinowych zardwno typu droidiowego, jak
i grasicowego, lipiddw i innych sktadnikéw komdrkowych. Sprobuj znaleic w tak
clozonej mieszaninie aktywny sktadnik. Sprobuj go wyizolowac i zidentyfikowac
chemicznie te szczegding substancje, ktdra po wejsciu w kontakt z komorkq R
pochodzqcq 7 pneumokoka typu Il znusza jq do wytwarzania polisacharvdu
otoczkowego typu Il i do uzyskania wszystkich wainych cech komdrek, = kidrych
eksirakz otrzymano. Tak wiele pracy, ie ai glowa peka. Lecz byc moze w koiicu
Jakos damy sobie rade.

Jeieli udowodnimy, ze mamy racje — a to oczywiscie stoi pod wielkim
znakiem zapytania — wtedy poznamy zaréwno istot¢ chemicing indukijgcego
bodca, jak i budowe chemiczng produkowanej substancji; bodicem jest kwas
nukleinowy rypu grasicowego, natomiast wybwarzana substancja
— polisacharydem pneumokoka typu Ill; obie te substancje sq pdiniej
replikowane w komdrkach potomnych i po niezliczonych przenoszeniach bez
dalszege dodawania czynnika indukujgcego moina odzyskac tg samq aknvwng
i specyficzivie transformiijacg substancjg w ilosci daleke wighszej nit uiyta do
r’aif‘; indukcji. Wyglada to na wirus, a moie i na gen. JednaLe mechanizuny

e obecnie nie interesujq mnie, nie moge zajmowac sig wszystkim naraz. A wigc
prede wszystkim, jaka jest istota chemiczna czynnika indukcyjnego? Kios inny

moie zajqc sie resuq. Ocgywiscie problem najezony jest implikacjami, Dotyczq
one ‘biochemii kwaséw nukleinowych typu grasicowego, kidre jak wiadomo
stanowiq wigkszq czes¢ chromosomdw. Dotqd uwazano je za jednakowe bez
wegledu na pochodzenie i gatunek. Dotyczq one takie genetyki, chemii enzymadw,
metabolizmu komdrkowesgo i syntezy weglowodandw. Jednakie dzisiaj. aby
przekonac kogokohwiek, Ze sol sodowa kwasu deoksyrybonukleinowego, bed
bialek, moze by¢ obdarzona takq biologicing akivwnosciq i specyficznymi
wlasciwosciami, trzeba preedstawic liczne, dobrze udokumentowane fukty, a to
wlasnie pragniemy osiqgngd. Duio jest zabawy z puszczaniem baniek, ale -
madrzej jest samemu je priekiué, zanim wczyni to k1o§ inny...

genizatorze typu Waring Blendor z szybkoécia 10000 obr./min. W ten
sposob zainfekowane fagiem komdrki poddawano dzialaniu duzych sil tarcia,
kt6re rozrywaly polaczenia miedzy wirusem a bakteria. Uzyskang zawiesing
wirowano z szybko$cia pozwalajgca na osadzenie bakterii na dnie probowki.
W osadzie znajdowaly si¢ wigc zainfekowane bakterie, za$ w supematancxe

— mniejsze czastki. Obie frakcje badano na obecnosé P i **S w celu
zlokalizowania DNA i nkrywy biatkowej. Wyniki tych eksperymentéw byly
nastcpujace ‘

1 Wigkszos¢ fagowego DNA znajdowata si¢ w bakteriach.
2. Wigkszos¢é fagowego biatka znaleziono w supernatancie.
3 Homogenizowanie prawie nie miato wptywu na zdolnos¢ zamfekowa-
nych bakterii do tworzenia wiruséw potomnych.

Dodatkowe do$wiadczenia wykazaty, ze mniej niz 1% **S byl przenoszony
z faga rodzicielskiego na faga potomnego, natomiast 30% rodzicielskiego **P
pojawiato- si¢ w fagu potomnym. Te proste, ale bardzo precyzyjne eks-
perymenty pozwolity sformutowaé wniosek, ze ,molliwe jest fizycine
rozdzielenie faga T2 na czes¢ genetycing i niegenetvezng... Zawierajace
siarke biatko spoczynkowych czastek fagowych jest ograniczone do ochronnej
okrywy, ktdra warunkuje adsorpcje faga na bakterii i dziata jako instrument
wstrzykujacy fagowy DNA do komorki bakteryjnej. Biatko okrywy praw-
dopodobnie nie spetnia zadnej funkeji we wzroscie faga wewnatrz komorki.
Natomiast DNA spelnia jakie§ funkcje. Z powyzszych eksperymentdw nie




nalezy jednak wyciagad dalszych wnioskow o \\'spéizaleZnoécmch chemicz-
pyeh™, TR _ _
Ostrozny ton tego wmosku nie pomniejszal bynajmniej Jevo wagi.
Genetyczna rola DNA stala sig wkrdtce ogdlnie akceptowanym faktem.
Eksperymenty Hersheya i Chase znacznie wsparty wykonane 8 lat wczesnie]
do$wiadczenia Avery'ego, MacLeoda i McCarty“ego. Dodatkowym potwier-
dzeniem byly badania zawartoéci DNA w pojedynczych komdrkach. Wyka-
zaly one; ze we wszystkich komdrkach danego gatunku, kidre majq diploidalny
zespdt chromosomdw, zawartos¢ DNA jest taka sama. Stwierdzono tez, ze
komdrki haploidalne majq o potowe mniej DNA.

Odkrycie przez Watsona i Cricka dwuniciowej
hehsy DNA zrewolucjonizowato biologig

W 1953 roku James Watson i Francis Crick wydedukowali przestrzenng
strukture DNA i bezposrednio z niej wnioskowali o mechanizmice replikacji
DNA To biyskotliwe osiggniecie uznano za jedno z najznakomitszych
w historii biologii, poniewaz ouvorz.ym droge do zrozumienia dziatania genu
na poziomie molekularnym. Watson i Crick analizowali obrazy dyfrakcji
promxem rentgenowskich na DNA uzyskane przez Rosalind Frankiin i Mau-
rice’a Wilkinsa i na tej podstame zaproponowali model, ktéry w zasadzie
okazai sie prawxdiowy Istotne cechy tego modelu @

. Dwa helikalne taficuchy polmukleotydowe oplataja ‘wspdlng os. Lan-
cuchy te biegng w przeciwnych kierunkach (rys. 4-7).

2. Zasady purynowe i pirymidynowe znajduja si¢ W ewnatrz, a fosforany

i reszty deoksyrybozy — na zewnatrz helisy (rys. 4-8). Plaszezyzny zasad s

- prostopadic do osi helisy, a plaszczyzny pierScieni cukrow sy ulozone
prostopadle wzgledem zasad.

3.4 nm |

Rys. 4-7. Model dwuniciowej helisy DNA.
Jeden z tafcuchdéw — kolor zielony, drugi
— czerwony. Zasady purynowe

i piymidynowe przedstawiono mniej
intensywnymi barwami, niz rdzed
cukrowo-fosforanowy. A — widok z boku.
Okres powtarzalnodci wzdluz osi helisy
wynosi 3,4 nm, co odpowiada 10
nukleotydom w kazdym tadcuchu;

B — widok poprzeczny, wzdluz osi helisy

Rys. 4-6. Obraz dyfrakcji promicni
rentgenowskich na hydratowanym widknic
DNA. Cienine reflcksy uloZone w ksztalcie

~kezyra-$wiadeza-o-strukturze-helikalnej..

Silnie zaciemnione luki o kicrunku
pnludniko\.\ ym fwiadczy, ze zasady
pUrypowe i pirymidynowe sy ulozone
rug_uhrmc jednu nad drugy: proslop.xdlc do
osi helisy. co 0,34 nm [Dzieki uprzejmosci:
Dr, Maurice Wilkins]




Rys. 4-8. Schemat jednej z dwoch nici
helisy DNA, widzianej z gdry. Zasady (tutaj
tylke pirymidyny) znajdujg si¢ wewnairz,

a szkielet cukrowo-fosforanowy na zewnatrz
helisy. Ewidentna jest symetria = .
dziesicciokrotna. Zasady — kolor niebieski,
reszty cukrowe — czerwony

3. Srednica helisy wynosi 2,0 nm. Odleglo$¢ miedzy sasiednimi zasadami.
mierzona wzdtuz osi helisy, -wynosi 0,34 nm. Zasady te sg skreconc
wzgledem siebie pod katem 36° Na catkowity skret helisy przypadi
wiec po 10 nukleotydéw w kazdym taficuchu, co daje okres powtarzalnosc
rowny 3,4 nm. ’ ‘ )

4. Dwa taficuchy tgcza sie ze soba wiazaniami wodorowymi migdzy
zasadami tworzacymi komplementarne pary. Adenina zawsze tworzy par¢
Z tyming, a guanina z cytozyna (rys. 4-9 i 4-10).

tymina ' adenina ) S

N
" Cy deoksyrybozy

Rys. 4-9. Model pary zasad adenina-tymina

guanina

Cy deoksyrybo!

Rys. 4-10. Model pary zasad guanina—cytozyna

5. Kolejnos¢ zasad w tafcuchu polinukleotydowym nie jest w zaden
sposSb ograniczona. Scisle okreslona sekwencja zasad niesie informacje
genetycng. -

U\/ajwa:ﬁiejs:q cechq dwuniciowej helisy DNA jest specyficznosé parowania
za.saa'.'_f Watson i Crick stwierdzili, ie ze wigledu na czynniki przestrzenne
i mozliwos¢ powstawania wiqzan wodorowych adenina musi tworzyé pare
z tyming, a guanina z cytozyng, 'Te ograniczenia pIrzesirzenne narzuca
regularna helikalna natura szkieletu Ehkrowo‘fosforanowego kazdego taficucha
polinukleotydowego. 'Wiazania glikozydowe, ktére tacza sparowane zasady
‘i»—i:éggtgxﬁiwciﬂkcﬁf‘(‘)\’;\?)}'fﬁi, zawsze oddalone s3 od siebie 01,08 nm (rys. 4-11).
Do odlegtosci tej doskonale pasuja purynowo-pirymidynowe pary zasad. Za
malo jest jednak miejsca dla pary zlozonej z dwéch puryn, za duzo natomiast
dla par zbudowanych z dwdéch pirymidyn: bytyby one zbyt oddalone od
siebie, aby utworzy¢ wiazania wodorowe. A wiec z powoddéw przestrzennych

- jednym ‘skfadnikiem pary musi by¢ puryna, drugim — piryntidyna, o-
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wstawanie par zasad jest tez ograniczone warunkami tworzenia sie wiazan

wodorowych. Atomy wodorn w zasadach purynowych i pirymidynowych
_zajmuyL dokladnie zdcf movvan\, pclczema Adenina nie moze tworzy¢ pary

7 (‘Vfﬂ?\ na nomewm \V lPan! 7 pozYC \Xll"-l'f’)!‘\]{‘h mnnk/hv rnaidnwal sta

& (9433 LUy
13 o ) Syl e LungpuUvras

‘dww wodory, natomiast w dmmm w ogdle brakowalch by wofiom ‘Podobnie

‘guanind’ nie moze’ LWOu.yC pary z Lymmat * Natomiast “adenina tworzy dwa-

wigzania wodorowe z tyming, a guanina — trzy wiazania z cytozyna (rys:

4.9 14 O) ‘Kierunki i odlegtosei wm,zan sa optymalnc dla- osxaomc;cxa

s11neoo przycxa\ama si¢ zasad.
Przedstawiony schemat parowinia zasad byt zoodny z wynikami wezes-
niejszych badai sktadu zasad DNA, pochodzacego z réznych oganizmdéw.

W 1950 roku Erwin Chargaff stwierdzil, ze stosunki ilosciowe adeniny do 7

nvminy i guaniny do cytozyny sq bliskie 1,0 dla DNA wszystkich badanych
gatunkdw. Znaczenia tych réwnowaznosci nie doceniano az do chwili

08 hefisy
koniec §'
Rys. 4-12. Model podwdijnej helisy DNA, pokazujacy trzy pary zasad (kolor szary). Dwie nici

biegng w przeciwnych kierunkach, Przedstawiony tu model ilustruje forme B DNA, tj. Llasycznq
dwuniciows helise Watsona-Cricka, W tej formie plaszezyzny zasad sg prostopadle do osi helisy

Rys. 4-11. Nakladanie si¢ pary zasad G-C
(kolor niebieski) na par¢ A-T (czerwony).
Polozenie wiazaf glikozydowych (zielony)
oraz atomdw Cy deoksyrybozy w obu parach
zasad jest prawie identyczne
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zaproponowania modelu ‘Watsona-Cricka. Dopiero -wtedy mozna byto
zauwazyé, ze odzwierciad'iajq one istotng ceche struktury i funkcji DNA
— specyficznosé parowania zasad. :

Struktura dwuniciowej helisy DNA przedstawiona na rys. 4-12 jest formq
B DNA (B-DNA). W jednym z nastepnych rozdziatéw (s. 840) przedstawimy.
se DNA moze przybiera¢ takie inne formy helikalne, takie jak A-DNA
i Z-DNA. W warunkach fizjologicznych jednak wiekszoé¢ DNA ‘wystepuje
w formie B Watsona—Cricka. :

Komplementarne taricuchy helisy funkcjonujg
jako matryce podczas replikacji DNA

Model dwuniciowe]j helisy DNA od razu sugerowal mechanizm replikacji
DNA. W miesiac po przedstawieniu modelu struktury DNA Watson i Crick
opublikowali swoja hipotez¢ w niezwykle prostej, jasnej pracy:

Jezeli znana jest kolejno§¢ zasad jednego taficucha, dzigki specyficznosci parowania
zasad mozna podaé dokladny. porzadek zasad drugiego laficucha. A wigcjeden lafcuch
jest komplementarny do drugiego i wiaiale ta cecha sugeruje, w jaki sposdb czasteczka
DNA moze si¢ powielac. o

Wezeéniejsze dyskusje o samopowielaniu zawicraly zwykle koncepcje matryey. czyli
formy. Koncepcja matrycy zakiadata albo jej bezposrednie kopiowanie. albo tworzenie
Jnegatywu™, kiéry nastepnie stanowil matryce dla tworzenia . pozytywu™, Nigdy dokladnie
nie wyjasniono. w jaki spos6b proces ten zachodzi na' poziomic atomowym i CZastecz-
kowym.

Nasz model DNA stanowi par¢ matryc, przy czym kazda jest komplementarna do
drugicj. Wyobrazmy sobie. Ze przed duplikacja wigzania wodorowe ulegajy zerwanid,
a dwa hafcuchy rozplataja si¢ i rozdziclaja. Kaidy fuicuch moie wiedy dziatac jako
matryca dla tworzenia nowego tadicucha, tuk ze ostatecznic powinnidmy mied dwie pary
Jasicuchéw tam, gdzic przedtem byla tylko jedna. Sekiwencje zasnd 20s1300 W 1en sposob
dokiadnie pedwojone™. |

Replikacja DNA jest semikonserwatywna

Watson i Crick zaproponowali, Z¢ jedna z nici kazdej potomnej czasteczki
DNA jest. syntetyzowana de novo, 2 druga pochodzi z rodziciclskiej
czasteczki DNA. Takie rozdzielenie rodzicielskich atomdw nazywamy
semikonserwarvwnym, Ostatecznego sprawdzenia tej hipotezy dokonali
Matthew Meselson i Franklin Stahl. Rodzicielski-DNA znakowano cigzkim
izotopem azotu, N, aby jego gestosé byl wigksza od zwyklego DNA.
Dokonano tego przez hodowanie wielu pokoledi E. coli w $rodowisku
zawierajacym PNH,CI jako jedyne Zrédlo azotu. Nastepnie bakterie szybko
przeniesiono do $rodowiska, zawierajacego zwykly izotop azotu, ML
Postawiono pytanie: w jaki sposéb rozdzielaja sie MN i "N w czasteczkach
DNA po kilku kolejnych replikacjach? "
Rozdzielanie si¢ N i "N badano nowo opracowana metoda wirowania
réwnowagowego w gradiencie gestoSci. Matg ilo§é¢ DNA rozpuszczano
W SIeZOnym 10Ztworze chlorku cezu ¢ gestodei bliskiej gestosci DNA (okoto
1,7 gfem®). Roztwdr ten wirowano prawie do stanu réwnowagi. Przeciwstawne
procesy sedymentacji i dyfuzji wytworzyty gradient stezenia. chlorku cezu
wzdhuiz probéwki wirdwkowej. Wynikiem byl ciagty gradient gestoééi
roztworu, od 1,66 do 1,76 glem®. Czasteczki DNA w tym gradiencie byly
przesuwane przez sile odérodkowa do obszary, w ktdrym gesto$¢ roztworu
byla réwna ich wiasnej gestoéci. DNA o duzej masie czasteczkowej dawalo
wyrazne pasmo,wykrywané dzieki absorpeji $wiatta nadfioletowego. Czaste-




15N

14N
B ‘
Rys. 4-13. Rozdzielanie “N-DNA i SN-DNA metodg wirowania w gradiencie ggstosci.

A — zdjecie kuwety ultrawiréwkowej w ultrafiolecie (UV), B — dcnaymmemczny wykres
zdjecia w UV, {Z: M. Meselson i F.W. Swhl. Proc. Na. Acad. Sci. 44(1938):671]

czki “N-DNA i “N-DNA daly ostro rozdzielone pasma, poniewaz réznia si¢
gestodceig o okoto 1% (rys. 4-13). '

DNA ekstrahowano z bakterii po réznym czasie od przemiesienia ich
z porywki "N do pozywki "“N. Analiza tych préb, dokonana metoda
wirowania w gradiencie gestosci, wykazata, ze po jednym pokoleniu pojawia
si¢ jedno pasmo DNA (rys. 4-14), kitdrego gestos¢ jest dokladnie réwna
$redniej gestosci “N- i “N-DNA. Brak "N-DNA wskazywal, ze rodzicielski
DNA nie jest zachowywany jako niezmienna jednostka replikacji. Brak "N

wskazywal natomiast, ze wszystkie potomne czasteczki DNA pochodzity

w czeSci od DNA rodzxaelsueco Proporcja pomiedzy elementami rodziciel-
skimi i potomnymi musiala by¢ 1:1, poniewaz gesto$¢ pasma hybrydowego
byta wypadkowa gestosci *N-DNA i *N-DNA. .

Po dwdéch pokoleniach stwierdzono obecno$¢ dwdch 1cdnak0\\o intensyw-
nych pasm DNA: jedno zawieralo DNA hybrydowy, a drugie — “N-DNA.
Na podstawic tych wynikéw Meselson i Stahl stwierdzili, . 2e azor czasreccki
DNA' jest rowno dzielony miedzy dwie fizyeznie ciggle podjednosiki, Ze
wowvniki duplikacji kaida z czqsteczek potomnych otrzymuje po jednej
podjednosice | Ze podjednostki 1e sq zachowywane preez wiele duplikacji™.
Uzyskane przez nich wyniki doskonale zgadzaly si¢ z modelem replikacji

_DNA zaproponowanym przez Watsona i Cricka (rys. 4-15).

Dwuniciowa helisa ulega odwracalnemu topnieniu

Po zerwaniu wigzad wodorowych miedzy komplementamymi zasadmi
dwa lasicuchy helisy DNA z tatwosciy si¢ rozdzielaja. Mozna to uzyskac
przez ogrzewanie roztworu DNA lub jego zakwaszenie albo alkalizacje,
powodujace jonizacje zasad. Rozplatanie dwuniciowe]j helisy DNA- jest
nazywane topnieniem, poniewaz w okre§lonej temperaturze przebiega
w spos6b nagly. Temperatura, w ktérej dochodzi do utraty potowy helikalnej
struktury, jest nazywana temperaturg topnienia (T,). Duza szybkos¢ tego
przejicia wskazuje, ze dwuniciowa helisa DNA jest strukiurq wysoce
kooperacyjng, utrzymywana dzieki dziataniu wielu wigzan ,,wzmacniajgcych”.
Strukture stabilizuje zaréwno tworzenie sie par zasad, jak 1 asocjacja
warstwowa zasad. Topnienie DNA mozna z fatwoscia $ledzi¢ przez pomiar

absorbancji §wiatta o dlugodci fali 260 nm. Zanik asocjacji warstwowej -

par zasad powoduje wzrost absorbancji proby DNA; efekt ten nazwano
hiperchromizmem* (rys. 4-16).

i

* ‘Czescie] jest stosowany termin hipochromizm”, oznaczajacy zmniejszcnie sie. absorbancji

préby DNA o uporzadkowanej strukturze w stosunku do absorbancy tej sammej préby w pehni
zdmaturm\anc) Proyp. thun,
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pokolenia : ’ wyjsciowa czasteczka
L/ 0 rodzicielska

g

’_j\,,. 07
_L 1,0
H\ is L pierwsze pokolenie czasteczek potomnych
N s /\
I LU
__f\-\_/ 3,0
__..}k-——- 4.
_JV\&/ 0i1,8
zmieszana
0i4.1 : -
zmieszana drugie pokolenie czasteczek potomnych
Rys. 4-14. Dowdd na semikonserwatywno$¢ replikacji Rys. 4-15. Schemat replikacji semi-
u Escherichia coli uzyskany metoda wirowania konserwatywnej. Rodzicielski DNA — kolor
w gradiencie gestosci. Pozycja pasma DNA zalezy od : zielony, nowo zsyntetyzowany DNA
zawartoéci w nim "N i ¥N. Po jednym pokoleniu — czerwony. {Wedlug: M. Meselson,
wszystkie czasteczki DNA sa hybrydami, zawierajacymi F.W. Stahl, Proc. Nat. Acad. Sci.
réwne iloéci “N 1 N; brak czasteczek rodzicielskiego $4(1958):671)

~ DNA (¥N). [Z: M. Meselson, F.W, Stahl, Proc. Nat.
Acad. Sci. 44(1958):671]
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! b Rys. 4-16. Absorbancja roztworu DNA

220 260 300 przy -diugosdei fali 260 nm wzrasta. gdy

. ’ dlugosé fali (nm) dwuniciowa helisa ulega topnieniu do du‘/o’ch

tadicuchéw pojedynczych

y o
Czasteczki DNA bogate w pary G-C maja wyZszg T DiZ CZastecz
w ktérych dominuja pary A - T (rys. 4-17). Istotnie T,, DNA z wielu gatunkdw
zmienia sie liniowo wraz z zawartoécia par G - C, przybierajac wartoéc od 77°C
dla DNA zawierajacego 20% par G- C do 100°C dla DNA o 78% par G- C.
Pary G - C sa stabilniejsze niz pary A - T, poniewaz w parze G- C zasady sa
zwiazane trzema wiazaniami wodorowymi, a W parze A - T — tylko dwoma.
Ponadto sasicdnie pary G - C sg silniej zasocjowane warstwowo niz sgsiadujice
ze soby pary A-T. Z tego powodu rejony DNA bogate w A-T ulegajq
tanvicj topnieniu niz rejony bogate w G- C (rys. 4-18). In vivo dwuniciowa
helisa ulega stopicniu w wyniku dzielania specyficznych bialek (s. 858).
Po obniZeniu temperatury ponizej T, rozdzielone komplementarne tafcuchy
DNA ulegajy spontanicznej reasocjacii, odtwarzajac strukturg dwuniciowej
helisy. Ten proces renaturacji (reasocjacjl tarcuchdw) czasami jest okreSlany

~ Temperatura topnienia czasieczki DNA wyraznic zalezy 0d j

» ol
[

jako splatanie (annealing). Eatwosc, z jaka dwuniciowa-helisa-ulega-topnieniu.

b
S

—
w

[G+C] = 35% 50% 66%

// .
65 75 -85
temperatura (°C)

absorbancja wzglgdna
2

Rys, 4-17. Krzywe topnicnia DNA. Wykres
przedstawia wzrost absorbancji nastepujacy
womiarg wzrostu tcmperatury. Absorbancig
w temp. 25°C przyjeto za 1. (Mierzono

absorbancje $wiatta-o diugosei fali 260 nm).

a nastepnie reasocjagji. jest bardzo istotna dla biologicznych funkcji DNA.
Wazna tez jest clastyczno$é czasteczek DNA nawet w temperaturze znacznie
nizszej niz T,

_Rys. 4-18. Mikrografia elekironowa
czasteczki DNA czgSciowo rozplecionej pod
- wptywem §rodowiska alkalicznego. Rejony
jednoniciowe sq widoczne jako petie
ulegajace fmniej intensywnemu wybarwieniu
niz segmenty dwuniciowe. Rejony. ktdre
ulegly tu rozpleceniu, s bogate w pary A-T.
Jeden z takich rejonéw jest zaznaczony
strzaikg, [Wedtug: R.B. Inman i M. Schnos.
J. Mol. Biol. 45(1970):93]

Czasteczki DNA sg bardzo diugie

Uderzajaca cecha wyste,pujqéych w przyrodzie czasteczek DNA jest ich
dtugo$é. Czasteczki DNA musza byé bardzo diugie, aby mogly kodowat
duzg liczbe biatek znajdujacych sie nawet w najprostszej komérce. Chromo-

DNAZE ol [50% par G- C) wykuzuje Ty
okolo 72°C. DNA z Pscudomonas acrugi-
nosa (66% par G- C) 79°C
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Rys. 4-19, Mikrografia elekironowa kolistej
czgsteczki DNA bakteriofaga A- [Dzigki.
uprzejmosci: Dr. Thomas Broker]

czasteczki (1,4 mm) miedci sig w makroskopo

‘wyraznie podkreslaja wyjatkowa dlugoéé czasteczek 1 asymetri¢ (rozumiang

- Tabela 4-1. Wiclkos¢ genomowego DNA nicktSrych organizmaw

som E. coli, na przyklad, jest pojedyncza czgsteczky DN
dwuniciowej helisy, ztozong z 4'milionéw par zasad zas
2.6 gigadaltondw (2.6 x10° daltonéw). Po. usunie
bardzo nieregularny ksztalt. Dlugo§é czas
wynosi 1.4x10° nm, ale $rednica.tylko,

A’ o strukturze

jej szeroko$¢ miedci sig¢ W skali atomowej.‘,‘fB
najwiekszy chromosom Drosophila melanogaster zawi )
teczke DNA o 6,2x107 parach zasad, kidrej dtugo$é wynos
mocno asymetryczne czasteczki (dlugie, ale cienkie) bardzo lat
zerwaniu przez sily tarcia. Jedli nie zachowa si¢ szczegdlnej ost
w manipulacjach -takimi czasteczkami, tatwo ulegaja one rozerw‘am_;
fragmenty o masie rz¢du tysiecznych czgscl masy czasteczki wyjsciowej.
DNA izolowany z réznych bakterii 1 wiruséw tatwo mozna uwidocznié:
w mikroskopie elektronowym (rys. 4-19). Dhugo$¢ niektdrych czasteczek '
DNA przedstawiono: w tab. 4-1. Nalezy podkresli¢, Ze nawet najmniejsze
czasteczki DNA sa bardzo silnie wydtuzone. Na przykiad DNA wirusa
polioma jest zbudowany Z 5100 par zasad i ma diugosc 1,7 um (1700 nm).
Hemoglobina, kidrej czasteczki sa prawie kuliste, ma ¢rednice 6,5 nm
kolagen, jedno z najdtuzszych bialek, ma dhugodé 300 nm. Poréwnania te

tu jako stosunek dtugodci do szerokoéci) czasteczek DNA.

Pary zasad .
Qrganizm w tysigcach zasad (k2) Diugos¢
ficzonych w jednej nici (w pm)
Wirusy
Polioma i $V40 5,1 1.7
Fag A 48,6 17
Fag T2 166 56
e \WiFS-KrOWIANDKI - : . ‘ ) 190 , 65
Bakterie . ‘
Mikoplazma 760 260
E. coli 4000 1360
Eukariota
Drozdze ‘ 13500 4600
Muszka owocowa (Drosophila) 165000 56000
Cziowiek 2300000 980000

Wedlug: A. Kornberg i T.A. Baket' DNA Replication (Inid ed.y, W H. Freeman. 1992, p. 20.

Niektdre czasteczki DNA sg koliste i superhelikalne

Za pomocg mikroskopu  elektronowego wykazano, Ze nie uszkodzone
czasteezki DNA z wielu 7rédet s3 koliste (rys. 4-19). Odkrycie w E. coli
chromosomu kolistego byto poprzedzone wynikami badan genetycznych, ktdre
wykazaly, ze mapa genetycina chromosomu tej bakterit jest kolista. Termin
,kolisty” wskazuje na ciaglos¢ taficucha DNA, nie za$ na jego ksztait
geometryczny. Czasteczki DNA in vitro musza by¢ $ci$le upakowane, gdyz
— jak fatwo zauwazyC — dhugoé¢ chromosomu E. coli jest okoto 1000 razy
wieksza niz najwigkszy wymiar tej bakteril. i

~ Nie wszystkie czasteczki DNA sa koliste. Na przykiad DNA bakteriofaga
T7 jest liniowy. Czasteczki DNA niektérych wiruséw, np, bakteriofaga A




oscy Iu]q nugd'\ fonnq luuowq a Lolzs!a Z liniowg formq DNA spotykamy
sie w do_]rzatych czastkach w irusowych, natomiast wewnatrz komdrki
gospodarza fagowy DNA przybiera forme kolista. -

Przejsciu dwuniciowej helisy w kowalencyjnie ciagla strukture kolista
towarzyszy pojawienie si¢ nowych wiasciwosci DNA. O§ podwdjnej helisy
‘moze sama ulec spiralizacji, tworzac superhelise. Kolista czasteczka DNA
nie wykazujaca jakichkolwiek dodatkowych splotéw jest okreSlana jako
czqsteczka zrelaksowana, Tworzenie sie struktur superhelikalnych ma z dwéch
wzgledow duze znaczenie biologiczne. Po pierwsze, superhelikalny DNA ma
ksztatt bardziej warty niz DNA w. formie zrelaksowanej (rys. 4-20).
Superspiralizacja DNA jest koniecznym warunkiem jego upakowania we-
wnatrz komdrki. Po drugie, tworzenie si¢ superhelisy stwarza warunki
rozplatania si¢ ladcuchéw w podwéinej helisie, wptywajac tym samym na
ich "interakcje z innymi czasteczkami. Topologiczne wiasciwosci DNA
zostana omdwione bardziej szczegétowo w dalszym rozdziale (str. 846).

Przejdziemy obecnie do opisu molekularnego mechanizmu replikacji DNA.
W roku 1958 Arthur Kornberg i jego wspétpracownicy wyizolowali z E. coli
enzym, ktdry katalizuje syntez¢ DNA. Enzym ten nazwali polimerazq DNA;
obecnie enzym ten nazywa sie polimerazq ‘DNA [, poniewaz po jego
wyizolowaniu wykryto takZe inne polimerazy DNA *. W replikacji DNA
uczestniczy wigeej niz 20 bialek wzajemnie oddziatujacych w bardzo
skomplikowany i skoordynowany sposéb. Tutaj skoncentrujemy si¢ na
polimerazic DNA [, aby na jej przykladzie przedstawié pcwnc ogdlne reguty
dziatania tych enzymdw.,

Polimeraza DNA T jest pOJedynczym laricuchem polipeptydowym o masie
czysteczkowej 103 kDa. Katalizuje ona krok po kroku dodawanie jednostek

deoksyrybonukleorydowyceh do taricucha DNA:
(DNA), et + ANTP === (DNA), ., + PP,

(dN P — jakikolwiek trifosforan deoksyrybonuklwzydu PP, — grupa

pirofosforanowa). Do syntezy taficucha DNA polimeraza DNA 1 potrzebuje

nastcpu_}qcych skladnikéw (rys. 4-21):

1. Wszystkich czterech aktywowanych prekursoréw — 5'-trifosforancw
deoksyrybonukleomydow: dATP, dGTP, dTTP'l dCTP; konieczna jest tez
obecnosc jondw Mg™,

. Odcinka starterowego (primera), gdyz polimeraza DNA [ dolacza
deo xsyrybonukleotydy do wolnej grupy 3'-hydroksylowej juz istniejacego
odcinka DNA. .

3. Matrycy DNA jako istotnego sktadnika uktadu. Matrycg moze by¢ DNA
jedno- lub dwuniciowy. Dwuniciowy DNA jest efektywna matryca tylko
wtedy, gdy jego rdzen fosforanowo-rybozowy ulegnie zerwaniu co najmniej
w jednym miejscu.

Reakeja wydtuzania faficucha katalizowana przez polimeraze DNA za-
chodzi w wysiku nukleofilowego ataku grupy 3'-OH primera na atom fosforu
trifosforanu deoksyrybonukleozydu potozony najblizej deoksyrybozy. Tworzy
si¢ wigzanie fosfodiestrowe 1 réwnoczesnie zostaje uwolniony pirofosforan.

* Poprawnie: nukleotydylotransferazy DNA. Proyp. red.
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Rys. 4-20. Mikrografie elektronowe DNA

z mitochondriéw. A — zrelaksowana formi.
kolista; B — superhelikalna forma kolista
{Dzigki uprzejmosei: Dr. David Clayton]
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Rys. 4-21. Reakcja wydhuzania tafdcucha, katalizowana przez polimerazy DNA

Hydroliza uwolnionego pirofosforany, katalizowana przez ubikwistyczng
(wszgdobylska) pirofosfataze, jest czynnikiem napedzajacym reakcje w kierun-
ku tworzenia si¢ polimeru. Elongacja taricucha DNA odbyvwa si¢ w kierunku
5= 3 (rys. 4-22).
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‘Rys. 4-22..Polimerazy- DNA-katalizujg-wydluZzanic tafcuchéw-DNA w-kicrunku 5'—-3,

Polimeraza DNA katalizuje tworZenic si¢ wiqzait fosfodiestrowych rylko
wiedy, gdy zasada proyiqezanego nukleondu jest komplementarna do
zasady. w laicuchu  stanowiqecym matrvee, tj. gdy tworzy z nig pare
typu Watsona-Cricka. W innych przypadkach prawdopodobieristwo utwo-
rzenia kowalencyjnego wigzania jest bardz(‘) mate. Tak wiec polimeraza
DNA jest enzymem instruowanym przez matiycg. Enzym czerpie instrukcje
od matrycy i dokonuje syntezy produktu, ktérego sekwencja zasad jest
komplementarna do sekwencji zasad matrycy. W rzeczy samej polimeraza
DNA I byla pierwszym poznanym enzymen tego typu. Inna uderzajaca
wiasciwoscig polimerazy DNA T jest jej zdolho$¢ do korygowania pomylek
przez eliminacje nukleotydéw nie dopasowanych do matrycy. Dzieki
tej wiasciwosci polimerazy DNA I replikicja DNA  przebiega bardzo
wiernie, a bledy pojawiaja si¢ nie czeScej niz jedna zasada mylna
na 10® zasad poprawnych (s. 853). '

DNA niektorych wirusow jest jednonidowy -
podczas czesci ich cyklu Zyciowego

DNA nie zawsze jest dwuniciowy. Robert Sinsheimer odkryt, ze DNA
¢ X174, malego wirusa infekujacego E. coli, jest jednoniciowy. Do tego
niéoczekiwanego wniosku doprowadzity wynikiszeregu eksperymentéw. Po




pierwsze, stosunki molowe zasad w DNA ¢ X174 nie odpowiadaly regule, ze
[A]=[T] i [G]=[C): Po-drugie, roztwdr DNA ¢X174 jest ‘znacznie mniej
lepki niz roztwér DNA E. coli o tym samym stgzeniu. Wiasciwosci
hydrodynamiczne DNA ¢ X174 sa podobr do wiasciwosci polimeru w formie
kicbka statystycznego, natomiast dwuniziowa helisa DNA pod wzgledem
hydrodynamicznym zachowuje sie jak sztywna paleczka. Po trzecie, grupy
aminowe zasad DNA ¢X174 tatwo reiguja z formaldehydem, natomiast
zasady w dwuniciowej helisie DNA s redostepne dla tego odczynnika.,
Odkrycie jednoniciowego DNA wywciato watpliwosci; dotyczace uniwer-
salnosci schematu semikonserwatywnej replikacj, Zaproponowanego przez

Watsona i Cricka. Jednak Juz wkrétcz wykazano, z¢ DNA ¢X174 jest -

jednoniciowy tylko przez czesd swego cyklu zyciowego. Sinsheimer odkryl,
ze zakazone komérki E. coli zawierajy dwuniciowq forme ¢XI174. Dwu-
niciowy DNA jest nazywany formag replikacyjna, poniewaz stuzy jako
matryca do syntezy DNA wiruséw poiomnych. Jego wykrycie jako inter-
mediatu podczas replikacji wirusowego DNA umocnito poglady o uniwersal-
no$ci ogdlnego schematu replikacji proponowanego przez Watsona i Cricka.

Geny niektdrych wiruséw zbudewane sg z RNA

Geny wszystkich organizméw prokaric -ycznych i eukariotycznych sa zbudo-
wane z DNA, natomiast w wirusach ~eny sa utworzone albo-z DNA, albo
tez z RNA (j. kwasu rybonukleinov.ego). Podobnie jak DNA, RNA jest
dtugim, nierozgalezionym polimerem zbudowanym z nukleotydéw polaczo-
nych wigzaniami 3'— 5' fosfodiestrowymi (rys. 4-24). Kowalencyjna struktura
RNA rézni sic od DNA pod dworma Wzglcdnmi: chnostkq cukrowy w RNA
jest ryboza, a nie deoksyryboza, na ¢n zresziy wskazuje sama nazwa kwasu
rybonukleinowego. Ryboza zawier: grupe 2-hydroksylowa, ktérej brak
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w deoksyrybozie. Dfuga réznica pc'zga na tym; ze w RNA jedna z czterech
eléwnych zasad jest uracyl (U) zaiiast tyminy (T). Podobnie jak tymina,
uracyl moze tworzy¢ pare zasad z :renina, ale nie zawiera grupy metylowej,
znajdujacej sie w tyminie. Czasterzki RNA moga by¢ jednoniciowe lub
dwuniciowe. RNA nie moze twcizy¢ podwdinej helisy takiej jak DNA
w formie B ze wzgledu na zawac przestrzenng w postaci grup 2'-hydro-
ksylowych. RNA moze jednak przyiraé posta¢ dwuniciowej helisy, w ktérej
pary zasad sg odchylone o okolo !J stopni od polozenia prostopadiego do
osi helisy, tj. ma strukturg podobn; do formy A DNA (s. 842).

Jednym z najlepiej scharakteryz vanych wiruséw RNA jest wirus mozaiki
tytoniu, kidry zakaza liscie tej roslizy. Zbudowany jest on z jednej czasteczki
RNA (6390 nukleotydéw), otoczrnej okrywa biatkowa, zlozona z 2130
jednakowych podjednostek. Biatke to mozna oddzieli¢ od RNA, dziatajac na
wirusa fenolem. RNA wyizolowiny z wirusa ma wiasciwosci zakaine,
w przeciwieristwie do biatka wirusywego, kidre jest ich pozbawione. Znanych
jest wiele réznych szczepdéw wirisa mozaiki tytoniu. Wykorzystujac RNA
szczepu 1 oraz biatko szczepu ? przygotowano syntetyczny, hybrydowy
wirus; przygotowano tez taki lvbryd, kiéry zawieral RNA szczepu 2,
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Rys. 4-23. Mikrografia elekironowa wirusa
¢ X174, [Dzigki uprzejmosci: Dr. Robley
Williams)

Rys. 4-24. Struktura fragmentu laricucha
RNA
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Rys. 4-25. Zukazenie komdrki rodlinnej hybrydowym wirusem mozaiki tytoniu zawierajacym
RNA wirusa typu | i bialko okrywy wirusa typu 2. Wirusy potomne sg wylacznie wirusami
typu . Doswiadczenie 1o wykazalo, ze cala informacja wirusa zawarta jest w jego RNA

a bialko szczepu 1. Po infekeji wirusy potomne zawsze skladaky-sie 2 RNA
i biatka odpowiadajqcych RNA znajdujqeemu si¢ w hybrydzie wirusowym
ugyrym do zakazenia (rys. 4-25).

Wirus mozaiki tytoniu replikujyc si¢ w zakazonej kombéree roélinnej
syntetyzuje najpierw nié¢ (-) RNA, komplementarna do nici (+) RNA,
znajdujacej sie w czastce wirusowej. Nié (=) RNA sluZy nastepnie jako

matryca do syntezy wiclu potomnych nici (+) RNA, kidre po polyczeniu sie
z bialkowg okrywa sa uwalniane z komdrki w postaci nowych czastek

wirusa. Synteza nowych nici RNA jest katalizowana przez polimerazg RNA
czerpiaca instrukcje z matrycy RNA (polimeraz¢ RNA zaleing od RNA,
nazyvwanq replikazq RNA). Przyjgto konwencje, ze ni¢ (+) RNA oznacza
laficuch shuzacy jako matryca (informacyjny RNA) do syntezy bialek.

Wirusy RNA wywotujgce raka i inne retrowirusy
ulegajg replikacji za posrednictwem intermediatow
w postaci dwuniciowego helikalnego DNA

Wiele wirusow RNA wywoluje powstawanie nowotworéw  zlodliwych
w organizmie podatnych gospodarzy iwienecych. Jednym z najlepiej
poznanych wiruséw grupy nowotworowych wiruséw RNA jest wirus migsaka
Rousa (ang. Rous sarcoma virus, RSV), ktérego genom jest zbudowany
z pojedynczej nici RNA (s. 889). Charakterystyczng cecha onkogennych
wirusdw RNA jest ich replikacja za posrednictwem intermediatéw DNA (rys.
4-26). Strategie taka wykorzystuje miedzy innymi ludzki wirus niedoboru

. immunologicznego (ang. human immunodeficiency virus, HIV-1), wywotu-

jacy zespdt nabytego niedoboru odpornoci (ang. acquired immunodeficiency
syndrom, AIDS). Onkogenne wirusy RNA, migdzy innymi HIV-1, s3 znane
jako retrowirusy, poniewaz w ich przypadku nastepuje przeptyw informacji
genetycznej od RNA do DNA, a nie od DNA do RNA.




Poczatkiem zakazenia. jest.wprowadzenie wirusowej nici {+) RNA do
Lomorki gospodarza. Ni¢ (+) RNA jest matryca do syntezy komplementarnego
taricucha () DNA, katalizowanej przez odwromq transkryptaze, wWirusowy
enzym wprowadzany do komérki gospodarza razem z wirusowym RNA.

Odwrotna transkryptaza jest pohmeraza DNA zalezng od RNA. Nazwa
enzymu ,,odwrotna transkryptaza™ dobrze oddaje istotg procesu, w ktorym
RNA stuzy jako matryca do syntezy DNA, co stanowi odwrdcenie normalnego
kierunku przeptywu informacji genetycznej. Ni¢ (-) DNA stuzy nastgpnie
jako matryca do syntezy nici (+) DNA (rys. 4- 26). Powstajaca w ten sposéb
wersja wirusowego genomu o strukwrze dwuniciowego DNA  zostaje
W prowadzona do chromosomowego DNA gospodarza i ulega replikacji wraz
z normalnym komorkowym DNA podczas podziatu komérkowego. Zinteg-
rowany genom wirusowy ulega nastgpnie ekspresji z utworzeniem Wirtsowej
nici (+) RNA i biatek wirusowych organizujacych si¢ w nowe czastki

wirusowe. Do tej niezwyklej strategii genetyczne] powrocxmy w jednym

z dalszych rozdzmiow {s. 889).
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| DNA-RNA wirusowego RNA wirusowego DNA
Streszczenie

Crasteczky dziedzicznodei wszystkich organizmow prokariotycznych 1 euka-
riotycznych jest DNA. W przypadku wiruséw materialem genctycznym jest

albo RNA. albo DNA. Komdrkowy DNA sklada si¢ z dwdch bardzo dhugich
taficuchow polmuklcotydowych zwinietych wokot jednej wspdlnej osi.
Kazda z dwéch nici helisy jest zorientowana w przeciwnym kierunku. Na
zewnatrz dwuniciowej helisy znajduja " si¢ rdzenie  cukrowo- fosforanowe
kazdego z kancuchow podczas gdy zasady purynowe 1 pirymidynowe sa
skierowane do wnetrza helisy. Obydwa {aicuchy sa potaczone wiazaniami
wodotowymi migdzy zasadami tworzacymi pary. Adenina (A) zawsze
‘tworzy pare z tymina (T), a guanina (G) jest zawsze sparowana z cytozyng
(C). dzieki ‘czemu jeden taficuch helisy jest zawsze komplementarny do
drugiego. Informacje genetyczna koduje Scisle okreslona sekwencja zasad
w kazdym z ladcuchéw. Wiele czasteczek DNA tworzy formy koliste. O$
dwuniciowej helisy kolistego DNA sama moze ulegaé zwinieciu, tworzac
superhelise. DNA zwmlq:ty superheh}\alme jest bardziej zwarty niz zrelak-
sowane formy DNA.

Podczas  replikacji obydwa lafcuchy helisy DNA ulegaja rozplecemu
i rozdzielaja si¢ w miare postgpu syntezy nowych laficuchéw. Kazdy tadcuch
rodzicielski stanowi matryce dla nowo powstajacego tadcucha Lomplemen-
tarnego. Tak wigc replikacja DNA jest procesem semikonserwatywnym
— kazda potomna czasteczka uzyskuje jeden tafcuch z rodzicielskiej
czasteczki DNA 1 drugi nowo syntetyzowany. Replikacja DNAJeSt zlozonym

Rys. 4-26. W cyklu zyciowym retrowirusow
informacja genetyczna przeplywa od RNA
do DNA. DNA komplementarny do
wirusowego RNA jest synletyzowany przez
odwrotny transkryptaze, CAZyMm Wprowi-
dzany do komérki przez zakaZajucy Ja wirus,
Odwrotna transkryptaza Katalizuje syntezg
nici (=) DNA, rozklad nici (+) RNA oraz
syntez¢ nici (+) DNA
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: ; ; procesem zachodzacym z udziatem wielu biatek, w tym Kilku polimeraz
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DNA. Aktywowanymi prekursorami w syntezie DNA sg cztery 5'-trifosforany
deoksyrybonukleozydéw. Nowa ni¢ jest syntetyzowana w kierunku 5'— 3’
przez nukleofilowy atak grupy 3'-hydroksylowej odcinka starterowego na
atom - fosforu o trifosforanu - deoksyrybonukleozydu. Co ' bardzo " waZne.
polimeraza DNA katalizuje powstanie wigzania fosfodiestrowego tylko
wtedy, gdy zasada nowo wchodzacego nukleotydu jest komplementarna do
zasady w ladcuchu stanowigcym matryce. Innymi stowy, polimerazy DNA
s3 enzymami zaleznymi od matrycy (sterowanymi przez matryce).

Niektdre wirusy podczas czgsci swego cyklu zyciowego zawierajg jedno-
niciowy DNA. Taki DNA wystepuje w ¢ X174, matym wirusie infekujacym
E. coli. Jednak w zainfekowanej komérce gospodarza jest wytwarzany drugi.
komplementarny laficuch, dzigki czemu powstaje forma replikacyjna o struk-
turze dwuniciowej helisy. Materiatem - genetycznym niektdrych  wiruséw.
takich jak wirus mozaiki tytoniu, jest jednoniciowy RNA. W replikacji
takiego RNA bierze udzial polimeraza RNA zalezna od RNA (replikaza
RNA). Retrowirusy, ktérych przykladem moga byé onkogenne wirusy RNA
i HIV-1, wykazuja niezwykly kierunek przeptywu informacji genetycznej od
RNA do DNA, to jest odwrotny od normalnego. Zawarty w-nich jednoniciowy
RNA jest transkrybowany do dwuniciowego DNA przez odwrotna transkryp-
taze, czyli polimeraze DNA zalezng od RNA.
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