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ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΑΚΩΝ ΜΑΚΡΟΜΟΡΙΩΝ 

ΧΗΜΙΚΕΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΕΣ ΠΟΥ ΔΡΟΥΝ 

ΣΑΝ ΜΗΤΡΕΣ

Μέχρι τώρα είδαμε ένα μεγάλο μέρος των πρωτοπλασματικών 

συστατικών του κυττάρου καί είδαμε πώς λειτουργούν, κυ

ρίως στίς μεταβολικές έργασίες του κυττάρου. Είδαμε την 

μεγάλη άξία ώρισμένων πρωτεϊνών,των ένζύμων,πού χρησι

μεύουν γιά νά μεταβάλλουν είτε διά διασπάσεων είτε διά 

συνθέσεων δλα τά μικρά μόρια πού υπεισέρχονται στό μετα

βολισμό του κυττάρου.

‘Υπάρχουν δρισμένα μυστικά κλειδιά της ζώσης ύλης πού εί

ναι:

Ιον/ * Η ύπαρξη μεμβρανών ώστε νά άπομονώνονται άπό 

τό περιβάλλον καί νά βρίσκονται μαζεμένες σέ 

μεγάλη συγκέντρωση ot βιολογικές ούσίες.

2ον/ * Η χορήγηση ένεργείας άπό τόν ήλιο καί άπό την

τροφή γιά νά γίνουν οι άντιδράσεις τού κυττάρου. 

3ον/ * Η ύπαρξις των ένζύμων γιά τίς κατάλληλες άντι- 

δράσεις του κυττάρου.

Σέ όλες αυτές τίς διεργασίες υπεισέρχονται οί πρωτεΐνες καί
I

γεννάται τώρα τό ερώτημα πώς τά μόρια των πρωτεϊνών 6η>- 

μιουργοΰνται. Αύτό άποτελεΐ τό τέταρτο μυστικό κλειδί τής 

ζώσης ύλης. “Οπωςθά δούμε παρακάτω ή σύνθεση των πρωτεϊνών 

δέν άκολουθει τούς κανόνας συνθέσεως τών άλλοτν μικρών μο

ρίων. Γιά νά δούμε πώς παράγονται ot πρωτεΐνες θά πρέπει 

νά ρίξουμε μία σύντομη ματιά στό πώς είναι κατασκευασμένες 

Ot πρωτεΐνες είναι πολύ πολύπλοκα μόρια. Δημιουργουνται
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διά συνενώσεως μεταξύ των 20 διαφορετικών δομικών λίθων 

πού όνομάζονται Αμινοξέα. Δύο προβλήματα τών πρωτεϊνών 

άφοροϋν τόν χημικό πού τίς παρατηρεί

Ιον/ πώς ενώνονται τά Αμινοξέα

2ον/ πώς καθορίζεται η σειρά τών άμινοξέων μέσα σέ 

κάθε μόριο πρωτεΐνης.

*Η πρώτη πρωτεΐνη πού Αναλύθηκε πλήρως καί εύρέθη καί ή 

σειρά τών Αμινοξέων της τό 1953 είναι ή ίνσουλίνη.περιέχει 

51 Αμινοξέα. Τελευταίως μέ τήν Ανάπτυξη καλλιτέρων τεχνι

κών γιά τήν εύρεση τής Αλληλουχίας τών άμινοξέων στις πρω

τεΐνες ένας σχετικά σημαντικός Αριθμός πρωτεϊνών είναι 

γνωστός όσον Αφορά τήν πρωτοδιάταξή τους. Οι πρωτεΐνες ό

μως έκτός Από τήν πρωτοδιάταξή τους έχουν καί μία διάταξη 

στόν χώρο πού όνομάζεται τρισδιάστατη δομή ή στερεοδιάτα- 

ξη. Κυρίως Από τήν στερεοδιάταξη αύτή έξαρτάται ή λειτουρ

γία κάθε πρωτεΐνης. *Η στερεοδιάταξη όφείλεται στό ότι ό 

πολυπεπτιδικός σκελετός (δηλαδή ή διά τοΰ πεπτιδικου δεσμού 

συνένωση τών διαφόρων άμινοξέων) δέν είναι άκαμπτος Αλλά 

Αντίθετα έπιτρέπει μία κινητικότητα στά Αμινοξέα πού συνδέει, 

καθώς καί τήν περιστροφή τους γύρω Από τόν δεσμό. ‘Η στερεο

διάταξη μιας πρωτεΐνης είναι μοναδική καί όφείλεται στήν τά

ση πού έχουν τά διάφορά Αμινοξέα νά πτύσσονται καί νά δημιουρ

γούν μεταξύ τους Ασθενείς χημικούς δεσμούς. ‘Η έξέταση τών 

πρωτεϊνών μέ τήν μέθοδο τής περιθλάσεως Ακτινών X Απέδειξε 

ότι πράγματι κάθε πρωτεΐνη έχει πάντοτε τήν ίδια στερεοδιά

ταξη. * Η τρισδιάστατος δομή τής μυοσφαιρίνης έχει βρεθεί διά 

τής χρήσεως αυτής τής μεθόδου.
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1.- Ποωτοταγής δομή

Πολλές πρωτεΐνες περιέχουν μόνον μία πολυπεπτιδική αλυσί

δα άλλες περιέχουν περισσότερες της μιας όπως π.χ. ή αιμο 

σφαιρίνη πού περιέχει τέσσαρες μέ ένα τελικό μοριακό βά

ρος 64500 Mw* *Η Αλληλουχία των άμινοξέων καί ό αριθμός 

των πολυπεπτιδικών άλύσεων άποτελει τήν πρωτοταγή δομή

τής πρωτεΐνης (είκόνα 113)

(είκόνα 113)

::t amino uckJ sequence of bovine insulin 
4 llif! positions of the — S— S— cross- 
litmus.

Asn 

Λ chain

Glu
i
Arg 

Gly 

Phe 

2s Phe 

Tyr
I
Thr
I
Pro
I
Lys

ao Ala 

. B chain

(Murminal ends
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'Εκτός άπό περισσότερες πολυπεπτιδικές άλύσεις μία πρωτεΐ

νη μπορεί νά περιέχει καί μία προσθετική ομάδα κατάλληλα 

διατεταγμένη στό μόριό της (π.χ. αιμοσφαιρίνη, κυτοχρώμα

τα κλπ.) ‘Η προσθετική ομάδα στήν αιμοσφαιρίνη, κυτοχρώμα

τα καί μυοσφαιρίνη καλείται αίμη καί ενώνεται μέ τό C^.

0L προσθετικές ομάδες πολλές φορές δέν έχουν τίς ίδιες ι

διότητες όταν είναι έλεύθερες καί όταν είναι συνδεδεμένες 

στήν πρωτεΐνη π.χ. ή αίμη συμπεριφέρεται διαφορετικά πρός 

τό δξυγόνο δηλαδή συνδέει τό μόνιμα ένώ ή αίμοσφαιρίνη 

μπορεί νά τό άποδώσει.

2.- Δευτεοοταγης δομή

‘0 όρος δευτεροταγης δομή μιας πρωτεΐνης άναφέρεται σέ μία 

δμαλή διαμόρφωση τοΟ πολυπεπτιδικοϋ σκελετού τής πρωτεΐνηε.

* Η πιό σημαντική όμαλή διαμόρςοωση δημιουργεΐται μέ δεσμούς 

υδρογόνου μεταξύ των άμινοξέων του μορίου τής πρωτεΐνης καί 

δνομάξεται α-έλιξ (είκόνα 11̂ )
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‘Υπάρχει δμως ένίοτε δυνατότης νά υπάρχουν δεσμοί καί μετα

ξύ υδρογόνων δύο διαφορετικών πολυπεπτιδικών άλύσεων καί έ

χουμε τότε τήν β δομή πού παρατηρειται σέ ορισμένες πρωτεΐ

νες π.χ. στήν μέταξα (είκόναΐΐδ)

(είκόνα 115)

An example of extended polypeptide 
chains held together in sheets by hydrogen 
bonds {β configuration). (Redrawn from L.
Pauling, The Nature of the Chemical Bond,
3rd ed., Cornell Univ. Press, Ithaca, N.Y., 
p. 501, with permission.)

3.- Τριτοταγμς δομή

'Αντίθετα με τήν δευτερογενή δομή πού έχει μία ομοιομορφία 

ή τριτογενης δομή είναι τελείως άκανόνιστος καί δημιουργει- 

ται διότι ή πολυπεπτιδική αλυσίδα πτυχουται καί δημιουργεί 

άσθενέις δεσμούς μεταξύ των άμινοξέων του μορίου οι όποιοι 

θερμοδυναμικά είναι οι πιό κατάλληλοι. Τελικώς μικρό τμήμα 

μιας πρωτεΐνης ή καί καθόλου παρουσιάζει τήν α έλικα.Πολλοί 

λόγοι υπεισέρχονται γιά νά μήν άκολουθειται στήν πτύχωση ή 

α-έλιξ.

Ιον/ τό άμινοξύ προλίνη δέο. φέρει άμινοομάδα καί στά ση

μεία πού υπάρχει προλίνη ή α έλιξ καταστρέφεται.
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2ον/ *Η ύπαρξης σουφλιδριλοομάδων της κυστεΐνης καί 

κυστίνης δημιουργεί μέ άλλες τέτοιου είδους ο

μάδες δεσμούς S-S οπότε ή έλιξ χαλάει σ'αύτά τά 

σημεία.

3ον/ *0 κυριότερος λόγος δφείλεται στην ύπαρξη των

πλευρικών άλύσεων των άμινοξέων πού καθένα έχει 

την τάση νά δημιουργήσει τούς πιό ευνοϊκούς έ- 

νεργειακά δεσμούς (π.χ. τό υδροξύλιο τής τυροσί- 

νης πρέπει νά φτιάξει ένα δεσμό υδρογόνου καί δέν 

θά μπορούσε νά τόν κάνει άν βρισκότανε δίπλα 

στήν ίσολευκίνη π.χ.).

4ον/ Τέλος υπάρχουν πλευρικές άλνσίδες των άμινοξέων 

πού άλλες είναι υδρόφιλες καί άλλες ύδρόφοβες# 

αύτό τίς άναγκάΓ,ει νά πέρνουν θέση πρός τό έσωτε- 

ρικό ή τό έξωτερικό τμήμα του μορίου.

Γιά όλους αύτούς τούς λόγους ή στερεοδιάταξη κάθε πρωτεΐ

νης είναι άκατανόητος/ μοναδική καίείδική έξαρτάται δέ τελείως
πρωτεΐνη

άπό τήν πρωτογενή δομή δηλαδή τήν είδική γιά κάθε*άλληλο- 

διαδοχή άμινοξέων. Αύτό άποδεικνύεται καί πειραματικώς, 

διά άποδιατάξεως μέ θερμότητα ή άλλα μή φυσιολογικά μέσα 

τής στερεοδιατάξεως τής πρωτεΐνης , ή έπάνοδος σέ φυ

σιολογικό περιβάλλον,κάνει τήν πρωτεΐνη νά ξαναπάρει τήν 

πρωταρχική της διάταξη καί νά ξανάβρει τήν φυσιολογική της 

λειτουργία,πού χάνεται όταν τά πολυπεπτίδια τής πρωτεΐνης 

βρίσκονται στήν άποδιαταχθεισα μορφή (είκόνα 116)

Στίς περισσότερες περιπτώσεις όταν μία πρωτεΐνη ύποστή ά- 

ποδιάταξη (denaturation) καί μετά έπανέλθη στήν πρωταρχι

κή της μορφή όχι μόνον οί. άσθενεΐς δεσμοί μεταξύ των τμη-
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(εικόνα 116)

F igu re  2. Model system for studying the conversion of 
a linear polypeptide chain to a folded protein. A native 
protein, with intramolecular disulfide bonds, is reduced 
and unfolded with 0-mercaptoethanoI and 8 M urea. 
After removal of these reagents, the reduced protein is 
allowed to undergo spontaneous refolding and reoxidation.

μάτων της ξαναγίνονται άλλά καί οι γέφυρες του θείου δη

λαδή οι δεσμοί S-S πού είναι ισχυροί δεσμοί έπανέρχονται 

στήν προτέρα τους θέση. Τό πείραμα έγινε μέ ένα ένζυμο 

τήν ριβονουκλεάση. Τό ένζυμο αύτό περιέχει 124 άμινοξέα 

καί 4 γέφυρες θείου S-S. Έ ά ν  έπιδράσουμε μέ ένα Αναγωγι

κό μέσο όπως ή β-μερκαπτοί^ανόλη καί σέ περιβάλλον δμορια- 

κής ούριας τότε τό ένζυμο ύψίσταται πλήρη άποδιάταξη. 

Άπομάκρυνσις τής ούρίας καί μερκαπτοαιθανόλης ξαναφέρει 

τό ένζυμο στήν παλιά του διαμόρφωση μέ πλήρη ένζυματική 

ένέργεια. Πολύ σπάνια οί γέφυρες θείου νά μήν σχηματι- 

σθοϋν στήν φυσιολογική τους θέση. Έ ξ  αύτών συμπεραίνου

με ότι οί γέφυρες αύτές δέν έχουν καμία έπίδράση πάνω 

στήν στερεοδιάταξη ενός μορίου πρωτεΐνης, απλώς ένισχύουν 

τήν κατάλληλη στερεοδιάταξη πού οφείλεται στούς άσθενεΐς 

δεσμούς μεταξύ των πλευρικών άλύσεων των άμινοξέων.

Σάν συμπέρασμα βγαίνει ότι ή πρωτοδιάταξη δηλαδή ή άλλη- 

λουχία των άμινοξέων μιας πρωτεΐνης καθορίζει καί τήν
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στερεοδιαταΠη της και έτσι καθορίζει τήν λειτουργία καί 

ειδικότητά της (εικόνα 117) .

ί .πΜ/onmii/on of the polypeptide chain 
lnn:khunt} of cyluchrutnu c with thu Iwnw 
shown in coior. [From R. E. Dickerson, “The 
S/rucfure and History of an Ancient Pro
tein," Scientific American, Aprii 1972. 
Drawing by Irving Geis. Copyright 1972 by 
Dickerson and Gets.]
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Καμία άλλη πληροφορία δεν υπάρχει μέσα στην πρωτεΐνη εκτός 

άπό την πληροφορία της πρωτοδιατάξεως. Τό έρώτημα πού τί

θεται λοιπόν είναι πώς καθορίζεται ή πρωτοδιάταζη αυτή. Τό 

έρώτημα αυτό στό χημικό έπίπεδο είναι διπλό.

Ιον/ πώς ενώνονται τά άμινοξέα μεταξύ τους

2ον/ πώς καθορίζεται ή τοποθέτηση των άμινοξέων σέ μία 

είδική γιά την κάθε πρωτεΐνη σειρά.

Τό πρώτο πρόβλημα είναι σχετικά άσήμαντο σέ σχέση μέ τό 

δεύτερο γιατί γνωρίζουμε πώς τά άμινοξέα έχουν σάν μόρια 

ένα κοινό τμήμα τό όποοΐον χρησημεύει γιά νά γίνη ή ένωση 

μεταξύ τους δηλαδή ό πεπτιδικός δεσμός ό όποιος είναι κοι

νός γιά όλες τίς πρωτεΐνες. Δηλαδή ένα ή λίγα μόνον ένζυμα 

είναι άρκετά γιά νά τόν φτιάξουν.

Τό δεύτερο πρόβλημα είναι καί τό βασικφ πρόβλημα τής πρω- 

τεϊνοσυνθέσεως. *Η τοποθέτηση των άμινοξέων στήν σειρά τους 

δέν μπςρει νά γίνει μέ τήν χρησιμοποίηση ένζύμων πού τό κα

θένα θά είναι είδικό γιά κάθε άμινοξύ τής πρωτεΐνης γιατί 

στήν περίπτωση αύτή θά χρειαζόντουσαν τόσα ένζυμα όσα καί 

τά άμινοξέα κάθε πρωτεΐνης καί έφ’όσον καί τά ένζυμα είναι 

πρωτεΐνες θά μπαίναμε σέ ένα "κακοήθη κύκλο". Γιά νά γίνει 

λοιπόν ή καθορισμένη τοποθέτηση χρειάζεται ένα καλούπι,μία 

μήτρα, πού νά λέει σέ κάθε άμινοξύ πού νά τοποθετηθεί καί 

τότε ένα ένζυμο κοινό γιά όλες τίς πρωτεΐνες θά μπορούσε νά 

κάνει τόν πεπτιδικό δεσμό.

Συγχρόνως θά πρέπει τά καλούπια αύτά νά μπορούν νά αύτοπα- 

ραχθουν δηλαδή νά έχουν τήν ικανότητα του αύτοδιπλασιασμου 

γιά νά άναπαράγουν νέα όμοια καλούπια καί έτσι νά άντεπεξέλ 

θουν στήν άπαίτηση τής κληρονομικότητος,τής άνπαραγωγής δη
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λαδή άπό κύτταρο σε κύτταρο καί άπό όργανισμό σέ όργανι- 

σμό.

Ή  ύπαρξη επομένως πρωτεϊνών προϋποθέτει καί την ύπαρξη 

είδικών μορίων πού δρουν σάν μήτρες. 01 μήτρες αύτές θά 

πρέπει νά είναι ...μεγαλομόρια τουλάχιστον τόσο μεγάλα όσο 

καί οι πρωτεΐνες πού θά παράγουν. 01 δυνάμεις άπό την άλ

λη μεριά πού θά πρέπει νά χρησιμοποιούνται γιά την ένωση 

των διαφόρων άμινοξέων πάνω στίς μήτρες δέν μπορεί νά εί

ναι Ισχυροί όμοιοπολικοί δεσμοί, θά πρέπει νά είναι άσθε- 

νέστεροι δεσμοί γιά νά έπιτρέπουν στά διάφορα άμινοξέα νά 

άφίνουν τά καλούπια τους μόλις ένωθουν μεταξύ τους άφίνο- 

ντας έτσι έλεύθερη τήν θέση γιά καινούργιο πολυμερισμό άλ

λου μορίου πρωτεΐνης ( ε ί κ ό ν α 1 1 ^ ) .

(είκόνα 1 1 3 )

NATIVE PROTEIN

Figure 1. Schematic diagram of the conversion of a 
newly syntheeizod polypeptide chain to a folded "native** 
protein containing diHulflde bonds.

Oi δεσμοί αύτοί είναι:

Ιον/ δεσμοί υδρογόνου, 

2ον/ δεσμοί ίονικοί καί 

3ον/ δεσοί Van der Waals.
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“Ολοι οι δεσμοί αυτοί δρουν σέ πολύ μικρή άπόσταση 5Α° 

άρα οΐ μήτρες μπορούν νά καθορίζουν την τάξη των μικρών 

μορίων μόνον όταν τά μόρια αύτά έλθουν σέ στενή έπαφή με 

την μήτρα άρα καί τά μεγέθη των έπιρανειών τής μήτρας 

θά πρέπει νά είναι τής αύτής τάξεως μέ τά άμινοξέα πού 

καθορ ί ζουν.

Τό έρώτημα πού τίθεται τώρα είναι έάν οι πρωτεΐνες θά μπο

ρούσαν νά άποτελέσουν μήτρες γιά τόν έαυτό τους. Τά πράγμα

τα θά άπλοποιόντουσαν πολύ γιά τήν ζώσα ύλη στήν περίπτωση 

αύτή γιατί ή πρωτεϊνική σύνθεση καί δ αύτοδιπλασιαμός τής 

μήτρας θά ήταν ένα καί τό αύτό πράγμα. ‘Η καλύτερη παρατή

ρηση όμως μιας πρωτεΐνης μας,λέει ότι αύτό δέν είναι δυνα

τόν γιατί δέν υπάρχει κανένας χημικός λόγος γιατί μία βα- 

λίνη στήν σειρά των άμινοξέων μιάς πρωτεΐνης θά είχε τήν 

δυνατότητα νά τραβήξει μία άλλη βαλίνη γιά νά τήν βάλει 

στήν σειρά της. Πράγματι καμία άπό τίς προσθετικές ομάδες 

των άμινοξέων δέν έχει χημικούς λόγους νά τραβήξει τήν ί

δια προσθετική ομάδα του αύτου άμινοξέως.

Χρειάζετε έπομένως νά φαντασθούμαι μόρια πού νά έχουν 

άντίθετες συμπληρωματικότητες γιά νά έλκουν τό ένα τό άλ

λο. Αρνητικά φορτία έλκονται άπό άντίθετα φορτία,άτομα 

υδρογόνου φτιάχνουν δεσμούς μέ ήλεκτροαρνητικά άτομα καί 

δυνάμεις Van der Waals δρουν όταν υπάρχουν συμπληρωματι

κές έπιφάνειες πού νά εισχωρούν ή μία μέσα στήν άλλη.

Οί πρωτεΐνες λοιπόν δέν φαίνονται νά παίζουν ούτε νά έχουν 

τήν δυνατότητα νά παίξουν τό ρόλο μορίων μέ κληρονομικές 

ιδιότητες. Τόν ρόλο αύτό παίζουν μόρια DNA καί στό επό

μενο κεφάλαιο θά έξετάσουμε μέ τί τρόπο λειτουργούν καί μέ 

τί τρόπο κατευθύνουν τήν σύνθεση των πρωτεϊνών τά μόρια αύτά.
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ΑΝΑΔΙΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ DNA

1.— Δεδομένα γιά τήν γενετική φύση τοΟ DNA.

*Η γενετική σήμερα μάς λέει δτι ή πληροφορία πού καθορί

ζει τήν Αλληλουχία των άμινοξέων στίς πρωτεΐνες βρίσκεται 

κωδικοποιημένη σέ μακριές άλύσεις Από ένα πολυμερές μόριο 

τό δεσοξυριβονουκλεϊνικό δξύ (DNA).

Παρ'δλο δμως πού ή ύπαρξη τού DNA στά χρωματοσώματα είχε 

άναγνωρισθεΐ έδώ καί 70 χρόνια, μόλις έδώ καί 30 χρόνια 

άπεδείχθη δτι παίζει γενετικό ρόλο καί Ακόμη μερικοί γε- 

νετισταί πίστευαν τότε Ακόμη, δτι δρισμένες πρωτεΐνες 

των χρωματοσωμάτων είχαν καί αύτές γενετικό ρόλο.

Σήμερα βέβαια δέν ύπάρχει καμμία Αμφιβολία δσον Αφορά τόν 

γενετικό ρόλο των νουκλεϊνικών όξέων. Αύτό γεννάει τό έ- 

ρώτημα πώς τά μόρια τοΟ DNA Αντιγράφονται Ακριβώς κατά 

τόν διπλασιαμό των χρωματοσωμάτων καί πώς ή πληροφορία 

μεταφέρεται στό μοριακό έπίπεδο άπό τό DNA στίς πρωτεΐνες.

01 έρωτήσεις αύτές δέν μπορούσαν νά πάρουν Απάντηση τό 

1943 δταν άπεδείχθη δ γενετικός ρόλος τού DNA, γιατί έ- 

κείνη τήν έποχή πολύ λίγα πράγματα γνωρίζαμε δσον ΑφορΑ 

τήν δομή του. Συγχρόνως έπιστεύετο δτι ή γνώση της δομής του 

DNA θά ήτο πολύ δύσκολο νά εύρεθεΐ καί Ακόμη καί Αν τό 

πρόβλημα αύτό έλύετο δέν θά μας έδινε εύκολα τήν λύση τής 

λειτουργίας του. Εύτυχώς ot φόβοι αύτοί υπήρξαν ύπερβολι- 

κοί καί άπεδείχθη δτι μέ τήν γνώση τής δομής τοΟ DNA 

τό 1953 καταλάβαμε πολύ γρήγορα δτι οι βασικοί χαρακτήρες 

τής διπλής έλικος ήσαν Απλοί. Πράγματι έδειξαν Αμέσως, 

πώς τό DNA διατηρεί τήν πληροφορία καί υπέδειξαν μηχανι

σμούς γιά τόν Αναδιπλασιασμό του. Τό δεύτερο πρόβλημα
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γ ιά τό πώς δηλαδή τ ό  DMA χ ρ η σ ιμ ε ύ ε ι  νιά τ η ν  μετοκρορά τ η ς  π λ η -  

φορίας στις πρωτεΐνες έπειδή ήταν πιό δύσκολο έκαμε 

περισσότερο χρόνο γιά νά διαλευκανθεΐ.

Α λ λ ά  άς έλθουμε στά πρώτα πειράματα καιΐ στις πρώτες έν- 

δείζεις πού μάς έκαμαν νά πιστέψουμε ότι τό DNA Αποτελεί 

τό γενετικό Ολικό του κυττάρου.

Τό 1920 ό Frederick Griffith άνεκάλυψε την βακτηριακή 

μεταμόρφωση (bacterial transformation) πού υπήρξε ένας 

άπό τούς κυριότερους παράγοντες πού έφεραν στό φως τόν 

ρόλο τοϋ DNA. *0 Griffith δούλευε μέ στελέχη πνευμονιο

κόκκων. “Ενα στέλεχος περιεβάλλετο άπό περίβλημα πολυ

σακχαριτών καί ήτο παθογόνο καί ένα άλλο δέν περιεβάλλε- 

το άπό τέτοιο περίβλημα καί δέν ήτο παθογόνο.

*0 Griffith έκαμε τό Ακόλουθο πείραμα, έμβολίασε μία δ- 

μάδα ποντικών μέ μή παθογόνους πνευμονιοκκόκους, μιά άλ

λη δμάδα μέ παθογόνους πνευμονιοκόκκους πού τούς είχε 

καταστρέψει διά θερμάνσεως καί μία τρίτη δμάδα μέ μή πα

θογόνους καί μέ Ανενεργούς θερμανθέντας παθογόνους. 

Παρετήρησε δτι ενώ ot δύο πρώτες δμάδες δέν έπαθαν τίπο

τα ή τρίτη δμάς παρουσίασε σοβαρά σηψαιμία.

‘0 Griffith άπεμόνωσε άπό τά ποντίκια αύτά παθογόνους 

πνευμονιοκόκκους πού έφεραν πολυσακχαριδι κό περίβλημα. 

"Αρα κάποιο στοιχείο άπό τούς Ανενεργούς παθογόνους πνευ 

μονιοκόκκους μπόρεσε νά μεταφέρει τήν πληροφορία γιά τό 

πολυσακχαρίδικό περίβλημα στούς ζωντανούς μή παθογόνους 

μέσα στόν οργανισμό τών ποντικών, εικόνα (119).

Τό σημαντικό ήτο ότι τό πείραμα μπορούσε νά γίνει καί in 

vitro. Δηλαδή όταν Αναμειγνύονταν μή παθογόνοι πνευμονιο 

κόκκοι μέ δμοιογεννοιοποιημένους Ανενεργούς παθογόνους,
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Fig, 2.1. bacterial transformation In living animals (In vivo). Avirulenf cells ond heat-killed 
virulent celli interact in the mouse to produce living virulent celli. This figure is bated on 
Fig. 5 in David M. banner's Heredity (Prentice-Holl, 1961).

(είκόνα 119)

ώρισμένοι παθογόνοι μέ περίβλημα Από πολυσακχαρίτες παρου- 

σιάζοντο στίς καλλιέργειες. Αύτή ύπήρξε ή άνακάλυφη της 

βακτηριακής μεταμορφώσεως (bacterial tranformation).

Τό 1944 ol Avery, Mac Leod καί Me Carty άνεκοίνωσαν τά 

Αποτελέσματα 10 έτών έργασίας τους πάνω στήν Ανάλυση 

του μηχανισμοϋ τής βακτηριακής μεταμορφώσεως. Έχώρισαν 

τά δμοιογεννοιοποιημένα μικρόβια σέ διάφορα χημικά συ

στατικά καί παρετήρησαν ότι μόνον τό DNA ήτο ίκανό νά 

μεταφέρει τήν πληροφορία γιά τήν δημιουργία τοϋ παθογό

νου περιβλήματος έκ πολυσακχαριτών τών πνευμονιοκόκκων 

(είκόνα 12 0) ;

Δύο υποθέσεις έδόθησαν είτε ότι τό DNA ήτο ένα είδος 

μεταλοξογόνου ούσίας πού μετέτρεπε τό γενετικό υλικό 

τών μή παθογόνων πνευμονιοκόκκων είτε δτι ήτο αύτό καθ’ 

έαυτό τό γενετικό υλικό τών κυττάρων. Επειδή Ακόμη τήν
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Encapsulated cells 
grown in broth.

Fibers removed from rod 
and washed in 

ethanol-sodium chloride solution. 
Product is chemically pure DNA.

Concentrated in centrifuge; W

resuspended in sodium 
chloride solution; heated 

to 65 °C to inactivate 
the enzymes that destroy 

transforming activity.

Ethanol added 
dropwise with 

stirring until fibers 
precipitate out 

around rod.

Shaken with chloroform 
to remove 

added enzyme.

Cells washed in sodium 
chloride solution, then 
shaken with the lipid 

solvent, sodium desoxy- 
cholate, to extract water- 
soluble cel) components.

Cells are removed by 
centrifugation and 3-4 

volumes of ethanol added 
to the supernatant.

The precipitate is 
removed and drained. 

The desoxycholate 
stays in the supernatant. 

The precipitate is dissolved 
in sodium chloride solution 

and shaken with chloroform, 
which extracts proteins.

t

Enzyme added to digest 
capsular polysaccharides; 

precipitated again with 
ethanol; redissolved in 

sodium chloride solution.

t
Chloroform is removed 

and the sodium chloride 
solution is again pre

cipitated with ethanol.
The precipitate is 

redissolved m sodium 
chloride solution.

Figure 9-2
The chemical method used in the original 
isolation of a chemically pure transforming 
agent. [Redrawn from F. W. Stahl, 77te 
Mechanics of Inheritance, Prentice-Hall, 
Englewood Cliffs, N. J., 1964, Fig. 2.3, with 
permission.}

(εικόνα j20)

έποχή έκείνη έπιστεύετο άπό τόν περισσότερο έπιστημονι 

κό κόσμο πώς οι, πρωτεΐνες fjaav τό γενετικό ύλικό τοΟ
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κυττάρου ή άνακάλυφη του Avery δεν έγινε δεκτή με μεγά

λο ένθουσιασμό. Χρειάσθηκαν λοιπόν καί άλλες ένδείξεις 

γιά νά άλλάξει ή γνώμη των έπιστημόνων.

‘Ορισμένες ένδείξεις προέρχονταν άπό τήν μελέτη των χρω

ματοσωμάτων. Μία σημαντική άπόδειξη προήλθε άπό τήν με

λέτη τής χημικής συστάσεως των χρωματοσωμάτων. Άπεδεί- 

χθη ότι τό DNA ύπήρχε πάντοτε στόν πυρήνα του κυττάρου 

καί δέν υπήρχε ποτέ όταν δέν υπήρχαν χρωματοσώματα. 'Ε

πίσης τό ποσόν του DNA στά διπλοειδικά κύτταρα ήταν δι

πλάσιο άπό ότι στά άπλοειδικά όπως είναι τά κύτταρα του 

σπέρματος. Τέλος τό DNA είναι ένα σταθερό μόριο δέν πα- 

ράγεται καί δέν καταστρέφεται όπως άλλα μόρια τού κυτ

τάρου, ή σταθερότης δέ αύτή είναι άπαραίτητη γιά ένα μό

ριο μέ κληρονομικές ίδιότητες π.χ. όταν ένα ίσότοπο ε ι 

σ έ ρ χ ε τ α ι  στό DNA παραμένει, δείχνοντας τήν μεταβολική 

σταθερότητα τοΟ μορίου.

Μία άλλη σημαντική ένδειξη προήλθε άπό πειράματα πού έ

γιναν μέ ίούς καί κυρίως μέ ίούς μικροβίων δηλαδή μέ βα- 

κτηριοφάγους. Γύρω στά 1950 οι Hershey καί Chase μελε

τούσαν τόν τρόπο άναπτύξεως τών ίών των βακτηριδίων δη

λαδή των βακτηριοφάγων μέσα στά βακτηρίδια. Έδούλευαν 

μέ τόν φάγο Τ 2 πού άναπτύσσεται στό κολοβακτηρίδιο. *0 

ψάγος αύτός άποτελείται περίπου άπό 50% πρωτεΐνες καί 

άπό 50% νουκλεϊνικόν όξύ (DNA). OL Hershey καί Chase 

προσπάθησαν νά δοϋν πώς άναπτύσσεται ό βακτηριοφάγος αύ

τός στά κολοβακτηρίδια. Παρασκεύασαν φάγους τούς όποίους

ίχνηθέτησαν χρησιμοποιώντας μεθειονίνη S35 γιά τήν σή.̂ ·
ο ο

υανση χβν πρωτεϊνών, καί Ρ γιά τήν σημάνση τών νουκλεϊνι-
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κών ό§έων δηλαδή τοϋ DNA.

"Οταν έβαλαν τέτοιους φάγους σέ έπαφή μέ κολοβακτηρίδια 

παρετήρησαν δτι μόνον ό είσήρχετο στό βακτηρίδιο ένώ 

90% των πρωτεϊνών έμεναν άπ'εξω πάνω στην έπιφάνεια τοϋ 

βακτηριδίου (εικόνα 12 V. Αύτό άπεδείχθη γιατί

Demonstration that only the DNA component of T2 carries genetic infor
mation and that the protein coat functions as a protective shell which 
facilitates DNA transfer to new host cells.

Sulfur is present only in the 
viral protective coot. Thus 
by growing the virus in the 
presence of S3S, the protein 
is specifically tagged.

Release of new progeny 
particles, some of which 
contain P32in -
their chromosomes, 
and none of which 
containsS” in Λ
its coot f

Multiplication of 
viral chromosome 
( =DNA)

The DNA component can be speci
fically labeled by allowing 
the virus to reproduce in the 
presence of PB- No phosphorus 
is found in the protective coot.

Mixing of virus 
with host cells 

S” \  Adsorption of virus 
to host cell

, / AViolent agitation in a mixer

in the absence of 
the original 
protective coat

DNA
labeled withP**

0
Protein "ghost" 
labeled with $u

(εικόνα 121)

εάν άνακοινοϋσαν ίσχυρώς τά βακτηρίδια δλη σχεδόν ή 

ραδιενέργεια τοϋ S35 έφευγε άπό τά βακτηρίδια καί μόνον 

δ Ρ32 παρέμενε. "Αρα στους φάγους αύτούς μόνον τό DNA 

είσέρχεται στό βακτηρίδιο καί παρ'όλα αύτά μετά άπό μι

κρό χρονικό διάστημα, 20 περίπου λεπτά, τό βακτηρίδιο 

σπάει καί ένας μεγάλος άριθμός καινούργιων φάγων έλευθε- 

ρώνεται. Τό πείραμα αύτό έδειχνε μέ πολύ καθαρό τρόπο 

ότι τό γενετικό ύλικό τοϋ φάγου εΕναι τό DNA γιατί μόνο του 

εισερχόμενο στό βακτηρίδιο μπορεί νά παράγει τίς πρω

τεΐνες τοϋ φάγου.



2 2 8

Σ ή μ ε ρ α  μ £  όρισμένους ιούς εύκαρυωτικών κυττάρων μπορού

με νά κάνουμε ένα παρόμοιο πείραμα, π.χ. μπορούμε νά πα

ρασκευάσουμε καθαρό DNA άπό τόν ίόν του πολυώματος (ένός 

καρκινογόνου ίού) καί νά βάλουμε τό DNA αυτό σέ έπαφή μέ 

εύαίσθητα κύτταρα (permissive cells). "Ενας καρκινογόνος 

ίός μπορεί νά συμπεριφέρεται είτε σάν λυτικός ίός (lytic 

infection) γιά τά κύτταρα ένός είδους ζώου είτε σάν καρ

κινογόνος γιά τά κύτταρα άλλου είδους (abortive infection). 

Τό DNA εισερχόμενο σέ εύαίσθητα κύτταρα (permissive cells) 

μετά μερικές μέρες άναπτύσετε καταστρέφοντας τά κύτταρα καί 

έλευθερώνοντας νέους ίούς (lytic infection). "Αρα οί πρωτεΐ

νες δέν χρησιμεύουν στούς ίούς παρά γιά νά προφυλάσσουν τό 

γενετικό Ολικό τους χωρίς νά έχουν καμμία γενετική λειτουρ- 

γ ία.

2.- Δομή τοΟ μορίου τοΟ DNA

‘0 σπουδαιότερος χαρακτήρας τοϋ μορίου τού DNA είναι δτι συ

νήθως άποτελεϊται άπό δύο συμπληρωματικές πολυμερείς Αλυσί

δες οί όποιες έλίσσονται μεταξύ τους Οπό τήν μορφή, μιάς κα

νονικής διπλής έλικος. ‘Η διάμετρος τής έλικος αύτής είναι 

περίπου 20Α°. Κάθε Αλυσίδα είναι ένα πολυνουκλεοτίδιο στό ό 

ποιο τό σάκχαρο κάθε νουκλεοπδίσυ είναι ένωμένο διά μέσου 

μιάς φωσφορικής όμάδος μέ τό σάκχαρο τοΟ έπομένου νουκλεοτι- 

δίου. ‘Υπάρχουν 10 νουκλεοτίδια σέ κάθε άλυσο γιά κάθε στροφή 

τής έλικος δηλαδή γιά κάθε 34 Α°. *Η Απόσταση Αρα μεταξύ κά

θε νουκλεοτιδίου είναι 3,4 Α° (είκόναΐ22).

‘ Υ π ά ρ χ ο υ ν  τ έ σ σ ε ρ α  κ ύ ρ ι α  ν ο υ κ λ ε ο τ ί δ ι α ,  κ α θ έ ν α  δ έ  π ε ρ ι έ χ ε ι  μ ί α  

δ ε σ ο ξ υ ρ ι β ό ζ η  μ ί α  φ ω σ φ ο ρ ι κ ή  ό μ ά δ α  κ α ί  μ ί α  β ά σ η  π ο υ ρ ί ν η ς  ή π υ -  

ρ ι μ ι δ ί ν η ς .  ‘ Υ π ά ρ χ ο υ ν  δ ύ ο  π υ ρ ι μ ι δ ί ν ε ς ,  ή  θ υ μ ί ν η
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A space-filling model of double-helical 
DNA. The size of the circles reflects the van 
der Waals radii of the different atoms. 
[Courtesy of Μ. H. F. Wilkins.]

(εικόνα 122)

καί ή  κυτοσίνη καί δύο πουρίνες ή  άδενίνη >colC ή  

Είς τήν πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα τό σάκχαρο κα 

σφορος άποτελοϋν μία ένωση που έπαναλαμβάνεται 

ίδια καί άποτελεΐ ένα κανονικό χημικό σκελετό (

'Αντίθετα ή τά£ις των πουρινικών καί πυριμιδικώ 

κατά μήκος τής άλύσεως είναι τελείως διάφορη κα 

σε κάθε μόριο. Τόσον οι πυριμιδικές όσον καί ot 

κές βάσεις είναι επίπεδες, σχετικά υδρόφοβες κα
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(ε ίκ ό ν α  12 3)

νά είναι τοποθετημένες ή μία πάνω στήν άλλη κάθετες πρός 

τήν κατεύθυνση τοΟ έλικοειδοϋς άξσνος καί πρός τό έα*περικό τού μορίου, 

01 δύο Αλυσίδες είναι ένωμένες μεταξύ τους μέ δεσμούς ύ- 

δρογόνου πού σχηματίζονται άνάμεσα σέ ζευγάρια άπό βά

σεις. ‘Η άδενίνη βρίσκεται πάντοτε άπέναντι στήν θυμίνη 

καί ή κυτοσίνη άπέναντι στήν γουανίνη. Μόνο αύτή ή διευ-
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θέτηση των β ά σ ε ω ν  είναι, δυνατή διότι Αλλιώς δύο πουρί- 

νες θά έπιαναν πολύ θέση καί δύο πυριμιδίνες ή μία Απέ

ναντι στήν άλλη θά έπιαναν πολύ λίγη θέση γιά νά έπιτρέ- 

ψουν μία κανονική έλικοειδή μορφή στό μόριο του DNA. 

(είκόνα 124)
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(είκόνα 124)

"Ετσι άν στήν μία Αλυσίδα έχουμε τήν Αλληλοδιαδοχή 

A Τ G Τ C στην άλλη άλυσίδα Αναγκαστικά θά έχουμε 

Τ A C A G.

"Ενα στερεοχημικό Αποτέλεσμα τοΟ σχηματισμού των ζευγών 

Α-Τ καί G-C είναι δτι οι δύο πολυνουκλεοτιδικές άλύσεις 

έχουν έκ διαμέτρου Αντίθετες κατευθύνσεις. "Ετσι άν ή 

έλιζ γυρίση κατά 180° φαίνεται νά είναι ή ίδια.

Σέ Αντίθεση μέ τά ποιλίκα Α/Τ καί G/C τά όποία πρέπει 

πάντοτε νά ίσουνται μέ τήν μονάδα γιά νά ικανοποιούν τό 

ζευγάρωμα των βάσεων ύπάρχει μία μεγάλη, ποικιλία στά διά-
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Α+Τφορά DNA δσον Αφορά τό ποιλίκον Τά άνώτερα φυτά

καί ζώα έχουν όλα παραπάνω Α+Τ άπό o t u G+C Αντίθετα οί 

ίοί καί τά βακτηρίδια έχουν μεγαλύτερη ποικιλία στόν λό

γο αύτό καί ύπάρχουν ύψηλά καί χαμηλά Α+Τ. Οι διαφορές 

αύτές δέν είναι τυχαίες καί ταξινομικώς όργανισμοί πού

μοιάζουν μεταξύ τους έχουν καί παραπλήσια ποιλίκα Α+Τ
G+C

"Οταν μόρια DNA θερμανθούν πλησίον τών 100° τότε οί γέ

φυρες υδρογόνου σπάνε καί ot συμπληρωματικές Αλυσίδες 

χωρίζουν (άποδιάταξη DNA-denaturation).

Μόρια DNA πού περιέχουν ύφηλά G+C είναι περισσότερο Αν

θεκτικά στήν θερμική τήξη ένώ τά πλούσια σέ Α+Τ DNA χω

ρίζουν τίς άλύσεις τους εύκολότερα κατώιτιν θερμάνσεως.

*0 λόγος γιά τόν όποιον συμβαίνει αύτό είναι δτι τά ζεύ

γη G+C κρατούνται μεταξύ τους μέ 3 γέφυρες ύδρογόνου καί 

χρειάζονται υψηλότερη θερμοκρασία γιά νά σπάσουν,γι'αύτό 

μόρια DNA μέ ύψηλή περιεκτικότητα σέ G+C άποδιατάσσονται 

σέ ύψηλότερη θερμοκρασία άπό πλούσια σέ Α+Τ DNA μόρια.

Σέ ένδιάμεσες θερμοκρασίες τά τμήματα ένός μορίου πού 

είναι πλούσια σέ Α+Τ Ανοίγουν ένώ παραμένουν ένωμένα τμή

ματα πλούσια σέ ΰ+Ο.Αύτό γίνεται δταν τά μόρια βρεθούν 

παρουσία δρισμένων ούσιών πού Αποσταθεροποιούν τήν διπλή 

έλικα δπως ή φορμαμίδη ή Αλκαλικό περιβάλλον. Δημιουργει- 

ται τότε τό φαινόμενο τό όποιο όνομάζουμε μερική άποδιά- 

ταξη πού χρησιμεύει γιά τήν δημιουργία ένός χάρτη άποδια- 

τάξεως τών μορίων τού DNA. ‘Ο χάρτης αύτός μάς δε ίχνη τά 

σημεία τού μορίου πού είναι πλούσια σέ ζεύγη Α+Τ καί G+C. 

'Ακόμη καί ή όλική άποδιάταξη τών έλίκων ένός μορίου DNA 

δέν είναι ένα φαινόμενο μή Αντιστρεπτό. "Οταν ξαναθερμά-
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νουμε τά μόρια του DNA οί δύο αλυσίδες ξαναβρίσκονται με

ταξύ τους καί τά μόρια ^αναδημιουργούνται. Πολλές φορές 

μπορεί νά άποδιατάξουμε δύο μόριαDNA άπό διαφορετικά εί

δη π.χ. ποντικός καί άνθρωπος καί νά τά άφήσουμε νά ξανα- 

δημιουργηθοΰν, τότε σχηματίζονται πολλές φορές ύβρίδια.

*0 βαθμός σχηματισμού τέτοιων ύβριδίων καί ή τελειότης 

τους δε ίχνη τόν βαθμό συγγένειας μεταξύ των δύο αύτών όρ- 

γανισμών.

‘Η δυνατότης τήν όποια έχουν οι συμπληρωματικές άλυσίδες 

DNA νά άποδιατάσσονται καί νά ξαναβρίσκουν τήν φυσιολογι

κή τους διάταξη σέ κατάλληλες συνθήκες μας δε ίχνη ότι ό 

άναδιπλασιασμός τού DNA μπορεί εύκολα νά γίνεται μέ τόν 

ίδιο τρόπο δηλαδή μέ τό άνοιγμα των άλύσεων σέ κάποιο ση

μείο καί τήν δημιουργία συμπληρωματικών Αλύσεων κατόπιν 

συνθέσεως σέ κάθε κλώνον. Δέν χρειάζεται έπομένως καμμία 

συμπληρωματική ειδική μήτρα γιά τήν Αναπαραγωγή τού DNA 

καί κάθε αλυσίδα του, Αποτελεί μήτρα γιά τήν σύνθεση τής 

συμπληρωματικής της.

‘Επομένως τό DNA φέρνει μέσα στήν δομή του τόν ίδιο τό-

μηχανισμό τής Ακριβούς Αναπαραγωγής του.

*Η δυνατότητα λάθους στό ζευγάρωμα των βάσεων είναι πολύ
—8μικρή καί έχει ύπολογισθει ότι μόνον 10 πιθανότητες ό- 

πάρχουν γιά μία βάση νά μήν ένωθεΐ μέ τήν σωστή της άντί~ 

στοίχο βάση.

Τό ότι γιά τήν σύνθεση τού DNA δέν χρειάζεται παρά μόνον 

τό καλούπι τής συμπληρωματικής αλυσίδας DNA καί ένα έν

ζυμο ή DNA πολυμεράση βγαίνει καί άπό πειράματα συνθέ

σεως DNA in vitro. Τέτοια πειράματα έγιναν καί δέν ύπει- 

σέρχονται άλλες πρωτεΐνες γιά τήν σύνθεση τής διπλής έλι-

κος.
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3.- Μέγεθος, σχήμα καί όργάνωση των μορίων τοϋ DNA.

Στήν άρχή νομίζαμε ότι, τό μέγεθος τοϋ DNA ήταν σχετικά
g

περιορισμένο π.χ. περίπου 10 Mw ανάλογα μέ τό μέγεθος 

ένός γόνου όπως μπορεί νά όπολογισθει άπό τό μέγεθος τών 

πρωτεϊνών. "Οταν οι τεχνικές άπομονώσεως τοϋ DNA έγιναν 

καλλίτερες,άπεδείχθη δτι τό DNA eivat πολύ μεγάλο μόριο 

καί δτι τουλάχιστον γιά τούς ίούς καί τά Βακτηρίδια τό

DNA άποτελ€ιται άπό ένα μοναδικό μόριο π.χ. τό DNA τοϋ
6

μικροϋ εόκαρυωτικοϋ ίοϋ SV^q έχει μέγεθος 3X10 ενώ τό
Q

μόριο τοϋ ψάγου Τ 2 1,2X10 . Τό μοριακό βάρος τοϋ DNA
g

τής E.coli είναι 2X10 . Δέν ξέρουμε άκόμη πόσα μόρια 

DNA υπάρχουν στό χρωματόσωμα τών άνωτέρων κυττάρων άλλά 

πρόσφατες έργασίες δείχνουν πώς καί έκεϊ τό DNA κάθε χρω

ματοσώματος Αποτελείται άπό ένα μοναδικό μόριο.

* Η είκόνα (12 5 ) δε ίχνη τήν πολύπλοκον δομή τών χρωματο

σωμάτων τοϋ Ανθρώπου δπου πολλά είδη πρωτεϊνών ύπεισέρ- 

χονται στήν δομή τους.

Άρχικώς νομίζαμε πώς δλα τά μόρια DNA είναι γραμμικά 

δταν δμως μπορέσαμε νά παρασκευάσουμε DNA χωρίς σπασίμα

τα τών άλύσεων άπεδείχθη πώς μερικά άπό αύτά ήσαν κυκλι

κά μόρια. Αυτό συμβαίνει σέ πολλούς ίούς καί άκόμη στά 

περισσότερα βακτηρίδια. Τά κυκλικά μόρια τοϋ DNA είναι 

συνήθως περί τυλιγμένα γύρω άπό τόν έαυτό τους γιά νά σχη

ματίσουν ύπερέλικες (supercoils). Ot ύπερέλικες αύτές εί

ναι τό Αποτέλεσμα μιάς μεταβολής στόν μέσο Αριθμό ζευγών 

νουκλεοτιδίων κατά περιστροφή τής έλικος καί δημιουργοϋ- 

νται δταν οι πρωτεΐνες πού βρίσκονται ένωμένες πάνω στά 

χρωματοσώματα άφαιρεθοϋν, κατά τήν παρασκευή καθαροϋ άπό
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(εικόνα 125) Χρωματοσώματα ανθρώπου (HeLa Cells) στήν 
μετά ραση μετά άπό Απομάκρυνση τών ιστονών καί παρατή
ρηση στό ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Παραμένει ό σκελετός 
του χρωματοσώματος πού Αποτελείτε άπό μή Βασικές πρω
τεΐνες καί άπό τόν όποιο ελευθερώνονται θηλέιές γυμνού 
DNA των όποιων τό μήκος κυμαίνεται μεταξύ 15 καί 30 μ.

πρωτεΐνες DNA (εικόνα 126)

01 ΰπερέλικες γίνονται κατά τήν Αντίστροφο φορά τη,ς κανο

νικής έλικος του DNA. 'Εάν ένα κυκλικό DNA δέν φέρει ύ- 

περέλικες τότε σημαίνει ότι ένα σπάσιμο υπάρχει σέ κάποιο 

σημείο τής μιας άπό τίς διπλές έλικες.

Οί δύο αύτές μορφές DNA όνομάζονται DNA μορφή I καί DNA 

μορφή II (όταν φέρει ένα σπάσιμο στήν μία άπό τίς δύο 

έλικες).
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Figure 9-12
Different conformations of SV40 DNA. a) 
Complexed with protein to form a mini- 
chromosome characterized by repeating 
packets of folded double-helical DNA and 
protein, b) Purified DNA that takes up a 
superheiical conformation, c) Relaxed DNA 
created by a cut in one strand, d) EM view 
of a minichromosome. Note that it does not 
have a superhelical form [from Ger- 
mond, el a l, PNAS 72, 1975]. e) EM 
photo of covalently dosed superhelix. 
[Courtesy E. DanieU] f) EM photo of re
laxed form created by mild nuclease treat
ment. [Courtesy E. DanieU.]

DNA
μορφή I

1 ··< -■···*'
(e)

(εικόνα 12 6)

Td κυκλικά DNA μποροΟν νά διαχωρισθοϋν άπό τά γραμμικά 

μόρια DNA χρησιμοποιώντας δρισμένες χρωστικές πού έχουν 

τήν ίδιότητα νά παρεμβάλλονται μεταΕύ των βάσεων (inter

calating dyes). Στην περίπτωση αύτή ή χρωστική έΕουδετε- ~

ρώνη τήν έλικοειδή μορφή τού μορίου π.χ. ή χρωστική ethi- j

dium bromide. "Οταν τό DNA βρίσκεται σέ γραμμική μορφή a
a
ρ

τό ποσόν μιάς τέτοιας χρωστικής πού παρεμβάλεται άνάμεσα I

στις βάσεις είναι μεγαλύτερο άπό έκεινο πού δύναται νά 3.
\

παρεμβληθή μεταΕύ των βάσεων ένός κυκλικού DNA (μορφή I) \

γιατί στό γραμμικό DNA τά άκρα είναι έλεύθερα καί μποροΟν »

νά περιστρέφονται άπεριόριστα (τό ίδιο γιά τό DNA μορφής 

II). “Οσον περισσότερη χρωστική ένούται μέ τό DNA τόσον 

ή πυκνότης ίσορροπίας σέ CsCl έλαττούται, ώς έκ τούτου, j

κατά τήν φυγοκέντριση παρουσία περίσσειας χρωστικής τό |
·'?
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γραμμικό DNA ένοϋται μέ μεγαλύτερο ποσόν χρωστικής καί 

καθίσταται ελαφρότερο ενώ τό κυκλικό DNA I παρα

μένει βαρύτερο καί μπορεί νά Απομονωθεί. ‘Η τεχνική αύ- 

τή χρησιμοποιείται γιά απομόνωση του DNA δρισμένων όγκο

γόνων ίων σέ καθαρά μορφή άπειλαγμένων άπό κυτταρικό DNA.

Fio. 4.—A mixture of 
purified polyoma DNA I and 
II, 3.00 ml, 1.558 gm/ml 
CsCl, 100 Mg/ml ethidium 
bromide, 48 hr at 43 krpm, 
20°. (a) The band maxima
are separated by 12 fractions 
and 0.36 ml. The calculated 
buoyant densities are 1.592 
and 1.556 gm/ml. (b) A 
photograph of the centrifuge 
tube prior to drop collection. 
The tube contains a total 
of 4 /ig of DNA, and 0.64 
/xg of component 1.

(«

(εικόνα 127)

Σέ δρισμένους ίούς καί βακτηρίδια ύπάρχει μία μετάπτωση 

άπό την κυκλική σ τ ή ν  γρομμική μ ο ρ φ ή τ σ υ ς ,  Όβακτηριοφάγος λ 

υπάρχει μέσα στά σωματίδια του ίου ύπό μορφή γραμμική 

έτσι εισέρχεται πιό εύκολα μέσα στό βακτηρίδιο. 'Εντός 

τοΰ βακτηριδίου όμως παίρνει κυκλική μορφή καί ύπό τήν 

μορφή αύτή πολλαπλασιάζεται.

* Η μετατροπή άπό τήν κυκλική στήν γραμμική μορφή γίνεται 

διά τής δράσεως δρισμένων ειδικών ένζύμων τά όποια κό

βουν κάθε ένα άπό τούς δύο κλώνους τοϋ DMA σέ πολύ πλησίον εύρισκό- 

μενα σημεία. ‘Ο κύκλος τότε άνοίγει γιατί ή σύνδεση στό 

μικρό αύτό μήκος πού κρατάει τόν κύκλο κλειστό είναι 

άσθενής καί δημιουργείται έτσι ένα γραμμικό μόριο πού τά 

άκρα του είναι συμπληρωματικά (κολλώμενα άκρα "sticky ends") 

(εικόνα 128) "Ενα άλλο ένζυμο συνδέει τότε τίς νουκλεο- 

τιδικές άλυσίδες τοϋ DNA, ή DNA "δεσμάση" (ligase).
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"itidcy" end

Figure 9-13
Interconversion of the linear and circular 
forms of λ DNA.

Solid evidence exists that λ DNA interconverts be
tween its circular and rod forms, using precisely this mech
anism. Later we shall see that the duplication of such 
"sticky" DNA's involves circular replicative intermediates. 
So the rod form most likely is an adaptation for injection of 
the viral chromosome through the narrow phage tail. It is

(είκόνα 128)

* Η μετάπτωση άπό την κυκλική στήν γραμμική μορφή παρατη

ρεί ται σέ πολλές περιπτώσεις καί άποτελει τόσο στά βακτη

ρίδια καί τούς ίούς τους όσο καί στούς ίούς τών εύκαρυω- 

τικών κυττάρων τήν άπαρχή σημαντικών φαινομένων όπως ή 

σύζευζη στά βακτηρίδια καί ή μεταλλαγή στά εύκαρυωτικά 

κύτταρα πού είναι εύαίσθητα σέ καρκινογόνους ίούς. Τό 

DNA των ίων αύτών άπό κυκλικό γίνεται γραμμικό κατά τήν 

είσοδό του στό DNA των χρωματοσωμάτων τοϋ κυττάρου.

3.1.- Περιοριστικά ένδονουκλεϊνικά ένζυμα

Μία καινούργια τεχνολογία άναπτύχθηκε τελευταίως ή. όποία 

είναι πραγματικά επαναστατική γιά τήν μελέτη τών μορίων 

τοϋ DNA. Τά ένζυμα πού κόβουν τούς φωσφοδιεστερικούς δε-
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σμούς στό DNA όνομάζονται νουκλεάσες.

Οι νουκλεάσες πού κόβουν τό DNA έσωτερικώς όνομάζονται 

ένδονουκλεάσες καί έκείνες πού άποκόπτουν διαδοχικώς τά 

τελικά νουκλεστίδια έζωνουκλεάσες. Έπιστεύετο μέχρι πρό 

τίνος πώς οι ένδονουκλεάσες δέν εϋχαν καμμία ειδικότητα 

καί έκοβαν τυχαίως τό DNA σέ όποιοδήποτε σημείο στό εσω

τερικό τοϋ μορίου.

Τελευταίως όμως βρέθηκαν ένζυμα άπό βακτηρίδια τά όποια 

έχουν μία ειδικότητα στό έσωτερικό κόψιμο τού DNA. Τά έν

ζυμα αύτά έχουν ειδικότητα είδους, χρησιμεύουν δέ στά βα

κτηρίδια γιά νά τά προστατεύουν ένάντια στήν είσοδο ζένου 

DNA τό όποιο καταστρέφουν κόβοντάς το σέ κομμάτια μέ τά 

ένζυμα πού διαθέτουν. ‘Η είδικότης αύτή έζαρτάται άπό τήν 

άλληλοδιαδοχή των βάσεων στά σημεία τής έπιδράσεως τοϋ 

ένδονουκλεασικοϋ ένζύμου. Τά ένζυμα αύτά όνομάσθηκαν πε

ριοριστικές ένδονουκλεάσες (restriction enzymesl καί έπι- 

δροϋν στά σημεία τοΟ DNA όπου ύπάρχει μία διπλή συμμετρία 

στήν άλληλοδιαδοχή των βάσεων στούς δύο κλώνους τοϋ μορίου 

(πίνακας 6) ;

'Επειδή ή αύτή άλληλοδιαδοχή ύπάρχει καί στούς δύο κλώνους 

του DNA τά ένζυμα αύτά κόβουν συμμετρικά καί τούς δύο κλώ

νους. “Ενας μεγάλος άριθμός άπό τέτοια ένζυμα έχει ήδη άνα- 

καλυφθεί καί μάς έπιτρέπει νά κόβουμε μεγάλα μόρια DNA σέ 

πολλά κομμάτια μέ είδικό τρόπο π.χ. τό περιοριστικό ένζυ

μο Eco R I άναγνωρίζει μία άλληλουχία ή όποία ύπάρχει μό

νο μία φορά στό χρωμόσωμα τού ίου SV 4 0  ®·Ρα ένζυμο αύ- 

τό σπάει τό χρωμόσωμα τοϋ ίοϋ σέ ένα σημείο καί άπό κυκλι

κό τό μετατρέπει σέ γραμμικό. 'Αντίθετα τό ένζυμο Hind IX 

σπάει τό μόριο τοϋ DNA SV^q σέ πέντε ειδικά κομμάτια (πί

νακας 6) .
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Table 9-3 Recognition Sequences of Several Restriction Endonucleases

Number of Recognition Sites per
Microbial Origin Enzyme Recognition Site Viral Genome

SV40‘ K- Adenovirus 2·1
Axis of symmetry

Cut bond
5' lEscherichia coli KY13 Eco RI GAA TTC 1 5 5

CTT AAG
r

5' \
Hemophilus influenzae Rd Hind II GTPy PuAC 5 34 720

CAPu PyTG
\

5 ' i
Hind III AAG CTT 6 6 11

- TTC GAA
T

S’ V
Hemophilus parainfluenzas Hpa 1 * GTT AAC 3 11 6

CAA TTG

5' l
Hpa II c c GG 1 750 750

GG CC
r

5'Hemophilus aegyptlus Hae III GG CC 17 750 750
CC GG

1 ftilii .  ..
\

1 MW -  32 X 10».
i  ' MW -  25 x to··

(πίνακας 6) .

Είναι δυνατό μία άλληλουχία πού ύπάρχει σέ ένα DNA νά μήν 

ύπάρχει σέ ένα Αλλο έτσι ή Eco RI δέν δρά καθόλου στό DNA 

τού CoO T j  γιατί ό ίός δέν περιέχει τήν είδική αύτή άλλη-
t

λουχία. Σήμερα τά ένζυμα αύτά χρησιμοποιούνται πολύ γιά 

νά σπάμε DNA σέ μικρότερα κομμάτια καί νά μελετάμε τήν 

άλληλοδιαδοχή τών βάσεων τους.

*Η μελέτη τών άλληλοδιαδοχών τών βάσεων διαφόρων DNA πού 

κατέστη δυνατή χάρις στίς περιοριστικές ένδονουκλεάσες ά- 

πέδειζε τήν ΰπαρζη στό DNA όρισμένων άλληλοδιαδοχών δπου 

ή σειρά τών βάσεων παρουσιάζει άντιπαράλληλο συμμετρία

J g t a t c c g g a t a c

c A : ; ” c c T a T G i

π.χ.
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Οί, Αλληλοδιαδοχές αύτές ονομάζονται παλινδρομικές, όρι- 

σμένες άπό αύτές Αρκετά βραχείες Αποτελούν Αναγνωριστι

κά σημεία γιά τίς περιοριστικές ένδονουκλεάσες Αλλες πο

λύ μακρύτερες μπορεί νά σχηματίζουν ειδικές στερεοοργα- 

νώσεις του DNA πού Αναγνωρίζονται άπό ειδικές πρωτεΐνες. 

Μπρρεΐ νά σχηματίζονται έτσι στό DNA είδη Αναδιπλώσεων 

(hairpin loops) (πίνακας 7).

Ν gene

G A T G T G C h r  C & G J A T E A C C | G c £ A j ^ G G S A T 5 ·  t R t G T C A A C Achr C & G J A T E A C C | s c E A b T G G ? j r A T »  T A T G T C A A C A C C G
i i i i i i i i i ifi|iirii:i^i|iiiiii8laiiiiiiii[[i
C T A C A C G ^ G J C ^ T A p T G G p G g T p A C C ^ T A j f k  Aj r  A C A G T T G T G G C
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Figure 9-15
a) A 45 base-pair length of λ DNA from the operator (OJ involved in the 
control of gene expression. In blocks are illustrated an imperfect palin
drome centered about the black dot. b) How inverted repetitions (palin
dromes) can produce hairpin loops. Note in the lower example how an 
imperfect palindrome leads to imperfect loops.

\;«
i

(πίνακας 7)

ή ot άνάλσγες Αναδιπλώσεις νά παρσυσιάζονται στό RNA πού

σχηματίζεται άπό τό DNA αύτό καί νά παίζουν ρόλο στό μό

ριο αύτό σάν σήματα ή σημεία Αναγνωρίσεως δρισμένων πρω

τεϊνών (πίνακας 7)
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3.2.- Χάρτης μερικής άποδιατάξεως (partial denatura-

____ tion map

Είναι γνωστό ότι οι δεσμοί μεταξύ των δύο άλύσεων του DNA 

πού όφείλονται όπως ήδη άναφέραμε σέ δεσμούς ύδρογόνου 

έχουν άλλοτε άλλην ίσχύν άνάλογα μέ τήν ειδικήν Αλληλο

διαδοχήν τών βάσεων σέ διάφορα σημεία τοϋ μορίου.

01 βάσεις Α-Τ κρατιούνται άπό 2 δεσμούς ύδρογόνου ένώ οι 

G-C άπό 3 δεσμούς ύδρογόνου. Μία Αλληλουχία πού περιέχει

πολλές Αλληλοδιαδοχές Α-Τ είναι πιό εύκολο νά ύποστεί ά- 

ποδιάταξη. Θερμαίνοντας μερικώς τό DNA (σέ ένδιάμεσο θερ

μοκρασία άπό έκείνη πού χρειάζεται γιά πλήρη άποδιάταξη)

παρουσιάζονται δρισμένα Ανοίγματα τής διπλής έλικος πού

βρίσκονται στά πλούσια σέ Α-Τ σημεία. Μπορούμε τότε νά 

έπιδράσουμε μέ φορμαλδεύδη πού σταθεροποιεί τά Ανοίγματα

γιατί ένώνεται μέ τίς

3 ) E le c t r o n  rT U O U ^ Id p i l  υ ι  α utmj

tured 77 DNA molecule, b) Mapping of the 
location of the denatured regions shown in 
(a), c) A histogram summarizing the loca
tion of single-stranded regions in a large 
number of denatured molecules. 7he arrow 
in (a) points to a single-stranded loop-out 
that is present in the DNA molecule even 
before partial denaturation. The loop-out 
occurs because this was not just an ordi
nary T7 DNA molecule but a "hetero
duplex" molecule (see Chapter 10) 
derived by reannealing separated strands 
from wild-type T7 DNA with strands from 
77 DNA molecules that contained a dele
tion known by genetic mapping to be lo
cated near the left end. It is this additional 
physical landmark that allows us to say that 
the AT-rich, partial denaturation sites are 
located in the left end of the bacteriophage 
chromosome. [Courtesy of Drs. John 
Wolfson and David Dressier.]

έλεύθερες άμινοομάδες (NH2) τής

(είκόνα 129)
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(εικόνα 130)

ά δ ε ν ί ν η ς  κ α ί  ε μ π ο δ ί ζ ε ι  τ ό ν  έ π α ν α σ χ η μ  

Τά μ ό ρ ι α  α ύ τ ά  ε ξ ε τ α ζ ό μ ε ν α  σ τ ό  ή λ ε κ τ ρ '  

ν ο υ ν  τ ά  σ η μ ε ί α  τ ά  ό π ο ι α  ε ί ν α ι  π λ ο ύ σ κ  

* Η μ έ θ ο δ ο ς  α υ τ ή  μ ά ς  ε π ι τ ρ έ π ε ι  ν ά  β ρ ο ί  

ό π ο υ  Α ρ χ ί ζ ε ι  δ Α ν α δ ι π λ α σ ι α σ μ ό ς  τ ο υ  D1 

σ τ ό ν  ί ό  Τ 7 ή έ ν α ρ ξ ι ς  τ ή ς  σ υ ν θ έ σ ε ω ς  τ< 

τ ό  ά κ ρ ο  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  τ ο ΰ  DNA ό π ω ς  θ ά  ήι 

ά λ λ ά  ά π ό  τ ό  ε σ ω τ ε ρ ι κ ό  τ ο ΰ  μ ο ρ ί ο υ  κ α ί  

Τό σ η μ ε ί ο  έ ν ά ρ ξ ε ω ς  τ ο ΰ  Α ν α δ ι π λ α σ ι α σ μ ό  

17% σ τ ό  Α ρ ι σ τ ε ρ ό  ά κ ρ ο  τ ο ΰ  ί ο ΰ .  ( ε ί κ ό \



4.- Μηχανισμός Αν τ ι γραφήε

Τό πώς γίνεται ή Αντιγραφή του DNA σέ σχέση μέ τήν μήτρα 

Απέδειξαν τά πειράματα των Meselson & Stahl τό 1957.

Τρία μοντέλα ήσαν δυνατά γιά νά γίνει ή σύνθεσις τού DNA 

Ιον ‘Ο ήμισυντηρητικός τρόπος Αντιγραφής 

2ον *0 συντηρητικός τρόπος Αντιγραφής 

3ον *0 διάσπαρτος τρόπος Αντιγραφής 

Στόν πρώτο τρόπο ή διπλή έλικα Ανοίγει καί οι δύο συμπλη

ρωματικές Αλυσίδες συντίθενται, κάθε μία πάνω στόν Αντίστοι

χο κλώνο τοϋ Ανοιγμένου μορίου.

Συντηρητικός τρόπος Αντιγραφής θεωρείται ή περίπτωση πού 

οΐ δύο καινούργιες Αλυσίδες σχηματίζονται πάνω στό παλιό 

μόριο χωρίς Ανοιγμα τών Αλύσεων του.

Στόν τρίτο τρόπο ή διάσπαρτο Αντιγραφή θά παρήγοντο Αλυ

σίδες μέ παλιά καί νέα τμήματα. Τό κλασικό πείραμα τών 

Meselson καί Stahl (1957) Απέδειξε δτι στήν πραγματικό

τητα 6 Αναδιπλασιασμός τού DNA είναι ήμισυντηρητικός καί 

Απέκλεισε τά δύο Αλλα πιθανά μοντέλα.

Τό πείραμα έγινε ώς έξης: Βακτηρίδια Ε coli άνεπτύχθησαν 

σέ ένα θρεπτικό ύλικό γιά πολλές γενεές πού περιείχε σάν 

μοναδική πηγή Αζώτου . Τό Αποτέλεσμα ήτο νά δη-

μιουργηθει DNA τό όποιο ήταν βαρύτερο τού φυσιολογικού. 

Έ ά ν  Απομονώσουμε αύτό τό DNA καί τό φυγοκεντρίσουμε σέ 

ένα διάλυμα χλωριούχου καισίου πού δημιουργεί κατά τή 

φυγοκέντριση μία βαθμίδωση πυκνότητος (ή συγκέντρωση τού 

καισίου είναι μεγαλύτερη στόν πυθμένα τού σωληναρίου καί 

ή πυκνότης του έλαττούται πρός τήν έπιφάνεια) τότε τό DNA 

πού περιέχει Ν έπειδή είναι βαρύ ισορροπεί σέ μία ζώνη 

στό βάθος τού σωληναρίου (στό βαρύ τμήμα τού gradient) 

Κύτταρα Ε. coli μεταφέρθηκαν μετά,Από τό ύλικό πού πε-

-  2 4 4  -
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ριειχε 1^Ν σέ φυσιολογικό υλικό πού περιείχε άζωτο '̂ Ν̂. ΐΊετό, 

άπό μία γενεά στό νέο ύλικό,παρελήφθη πάλι τό DNA καί έξε- 

τάσθηκε η πυκνότητά του. Βρέθηκε δτι τό DNA είχε, ενδιάμε

σο βάρος μεταξύ του βαρέως καί του έλαφροϋ. Στήν τρίτη γε

νεά παρουσιάστηκε DNA μέ ένδιάμεσο βάρος καί έλαφρύ DNA.

Τό πείραμα αυτό δείχνει ότι ό τρόπος άναδιπλασιασμού του 

DNA είναι ήμισυντηρητικός. Έ ά ν  έπρόκειτο γιά συντηρητικό 

μηχανισμό στήν δεύτερη γενεά δέν θά βρίσκαμε υβρίδια άλλά

βαρύ καί έλαφρύ DNA. (εικόνα 131) .

(εικόνα 131.)
Exp. No.

Duplication of DNA 41

Generations

I

1

}

2

1

1

1

2

2

2

I ‘

2

βαρύ DNA

F-j (πρώτη θυγατρική γενεά) 
ύβριδικό DNA

F 2 (δεύτερη θυγατρική γενεά) 
ίσες ποσότητες όβριδικου 
καί ελαφρού DNAj

Fig. 4.1. (ο) Ultraviolet absorption photographs showing DNA bands resulting from density 
gradient centrifugation of lysates of bacteria sampled at various times after the addition of 
an excess of Nu substrates to a growing N^-labeled culture. The density of the CsCl solution 
increases to the right. Regions of equal density occupy the same horizontal position on each 
photograph, (b) Microdensitometer tracings of the DNA bands shown in the adjacent photo· 
graphs. The microdensitometer pen displacement above the base line is directly proportional 
to the concentration of DNA. The degree of labeling of a species of DNA corresponds to the 
relative position of its bands between the bands of fully lobelcd and unlabeled DNA in the 
lowermost frame, which serves as a density reference. This figure, reproduced with permission 
of M. S. Mesefson, appeared in froc. Nat. Acad. Sci, U S ., 44 (1958), 075.
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Είδαμε μέ τά πειρΑματα τών Meselson καί Stahl πώς γιΑ νΑ 

γίνη ή Αντιγραφή του DNA ή διπλή έλικα Ανοίγει καί κΑθε 

παλαιΑ έλικα χρησιμεύει σΑν μήτρα γιΑ τήν παραγωγή τής 

συμπληρωματικής νέας Αλυσίδας. Πώς γίνεται δμως δ Ανα

διπλασιασμός σέ μόρια DNA πού έχουν μόνον μία Αλυσίδα.

Σέ μερικούς ίούς αύτό πρΑγματι συμβαίνει καί τέτοιοι ίοί 

είναι δ Φ X 174 δ S13 F1 καί Μ13. Οί ίοί αύτοί είναι ίοί 

δρισμένων βακτηριδίων καί δ τρόπος πού τό DNA τους συντί

θεται είναι πΑλι διΑ τού σχηματισμού συμπληρωματικών Α- 

λύσεων κατΑ τόν Ακόλουθο τρόπο. Μόλις τό DNA τού ίοΟ 

•είσέλθη στό βακτηρίδιο ή θετική Αλυσος (+1 πού Αποτελεί 

τό γενετικό Ολικό τοΟ ίοΟ χρησιμεύει σΑν μήτρα γιΑ τόν 

σχηματισμό μιΑς Αρνητικής Αλύσεως (-). Τότε σχηματίζεται 

ένα κανονικό μόριο DNA μέ δύο Αλυσίδες τό όποιο πολλαπλα- 

σιΑζεται. ΤΑ ΟπΑρχοντα κυκλικΑ δίκλωνα DNA χρησιμοποιοϋνται

Single 
stranded 
Ν ·  DNA Ο

ί ϊ ι
Duplications of 
the double helix

I Synthesis of a new"+" strand 
upon strand of double 
helical template

Release of*+' 
strand from 
template

Progeny *+* strand

Figure 9-10
The replication of a single-stranded DNA molecule. Each double helix 
generally serves as the template for the formation of a large number of 
new "·+" strands.

(ε ίκόνα 132)
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τώρα γιά μήτρες πρός παραγωγή του (+) κλώνου δ δποίθ£ πα- 

ράγεται σέ μεγάλη ποσότητα άπό τό (-1 κλώνο τής διπλήε 

έλικος. Μετά τό κλείσιμο του νεοπαραχθέντος DNA σέ ένα 

κανονικό κύκλο τό μόριο περιβάλλεται άπό τίς πρωτεΐνες τού 

ίου καί τό νέο σωματίδιο είναι τώρα έτοιμο νά άρχίσει ένα 

καινούργιο κύκλο σέ ένα άλλο κύτταρο πού θά μολύνει. Ετσι 

βλέπουμε πώς στούς ίούς αυτούς μόνον δ ένας κλώνος DNA ό Α

ντίθετος άπό τόν φυσιολογικό χρησιμοποιείται γιά τήν παρα

γωγή τού ίοϋ. (εικόνα 132)

Αύτό πού παρατηρεΐται βεβαίως σέ μερικούς ίούς άποτελεΕ 

έζαίρεση. καί τό DNA τ&ν περισσοτέρων κυττάρων καί δργανι- 

σμων είναι δίκλωνο.

4.1.- Κατεύθυνση συνθέσεως DNA

Γιά νά γίνει ή Αντιγραφή τού DNA θά πρέπει τά δύο μονόκλω

να μόρια DNA πού Ανοίγουν νά Αντιγράφουν. Έφ'δσον όμως 

είναι άντιπαράλληλα θά πρέπει τό ένζυμο πού έπιτελεί τήν 

σύνθεση νά εργάζεται πρός δύο Αντίθετες κατευθύνσεις τήν 

κατεύθυνση 3'— ► 5' καί τήν κατεύθυνση 5'— ► 3' Εικόνα 133)

(ε ίκόνα  13 3)

Παρ'όλες τίς έρευνες όμως μόνον ένζυμα πού εργάζονται 

πρός τήν κατεύθυνση 5'— >· 3' βρέθηκαν. "Οπως Ανοίγει τό
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DNA γιά νά άντιγραφοθν ου δύο κλώνοι θά πρέπει έπομένως 

δ ένας τουλάχιστον νά συντίθεται σέ μικρά κομμάτια πού 

νά ένώνονται κατάπια» μεταξύ τους. Πράγματι βρέθηκε δτι τό 

DNA δέν συντίθεται σέ συνεχείς κλώνους άλλά σέ μικρότερα 

κομμάτια τά όποια κατόπι ένώνονται μεταξύ τους τη χρήση 

ένός ένζύμου της DNA δεσμάσης (DNA ligase). Ένομίσθη 

κατ'άρχάς δτι μόνον δ ένας κλώνος του DNA παράγεται μέ 

μικρά κομμάτια άργότερα δμως εύρέθηκε πώς καί οί δύο κλώ

νοι παράγονται κατ'αύτόν τόν τρόπο. Τά κομμάτια αύτά βρέ

θηκαν άπό τόν Okajaki καί όνομάζονται κομμάτια τοΟ Okajaki. 

(είκόνα 13 4)

Enzym atic joining of thort fragment» 
to progeny "+ " and " ttrand i— 
further unwinding of unreplicated 
portion! of parental helix .

Figure 9-20
Hypothesis that replication of both 
progeny strands involves joining together 
of short fragments each synthesized in the 
5'-to-3' direction.

(είκόνα 134)
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Γιά τό ξετύλιγμα τού δικλώνου DNA χρειάζονται ειδικές 

πρωτεΐνες πού λέγονται unwinding proteines (πρωτεΐνες 

ξετυλίγματος] ό Αριθμός τών πρωτεϊνών αύτών σέ κάθε μονό 

κλώνο DNA είναι άρκετά μεγάλος. Κάθε μία ένώνεται μέ 10 

περίπου νουκλεοτίδια. ‘Υπάρχουν περίπου 200 μόρια τέ

τοιων πρωτεϊνών σέ κάθε κλώνο DNA πού ξετυλίγεται,δηλα

δή περίπου 2.000 νουκλεοτίδια ξετυλιγμένου DNA χρησιμο

ποιούνται συνεχώς γιά τήν σύνθεση τής άντιπαράλληλης Α 

λυσίδας (εικόνα 134)·

4.2.- DNA πολυμεράσαι

Η όμάδα τοΟ Kornberg μετά τήν ανακάλυψη τής δομής τού 

DNA άρχισε νά έρευνά στά βακτηρίδια γιά ένζυμα πού έχουν 

σχέση μέ τήν σύνθεσή του. 'Ανακαλύφθηκε έτσι, ‘Η. DNA πο^ 

λυμεράση I. (εικόνα 135j .

(είκόνα 13 9

Figure 9-19
Reaction of a nucleoside triphosphate with 
the 3ΌΗ of a growing DNA chain.
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Άπεδείχθη άργότερα ότι καί άλλα ένζυμα υπεισέρχονται στήν 

σύνθεση του DNA καί άνεκαλύ<ρθησαν καί άλλαι πολυμεράσαι αί. 

II καί III. ‘Ο πίνακας (8 ) δείχνη τίς ιδιότητες τών τριών 

πολυμερασων της E.coli.

Χαρακτήρες πολυμερασών Ε. coli 

λειτουργικότης πολυμεράση I II

5 '— ► 3 'πολυμερισμός + +

5 ' — > 3' έξωνουκλεάση +

3 ' —► 5 ' έξωνουκλεάση + +

I I I

Μοριακό βάρος μία άλυσος μία Αλυσος δύο άλυσοι 

109.000 120.000 140.000

X

Μόρια/άνά κύτταρο

Ένεργητικότης

προστιθέμενα νου-

κλεοτίδια/37°/άνά 
μόριο DNA

400

• 1.000

100

~ 50

40.000

10

"15.000

(πίνακας 8)

Διά πειραμάτων τού Cairns ό όποιος χρησιμοποίησε μεταλαγ- 

μένα βακτηρίδια E.coli στά όποια ή πολυμεράση I καί II 

ήσαν άνενεργεις άπεδείχθη τελικώς πώς ή πολυμεράση III 

είναι τό πραγματικό ένζυμο της συνθέσεως τοϋ DNA. Κάθε 

μία άπό τίς τρεις πολυμεράσες έχει είδική λειτουργία ή 

I φαίνεται ότι χρησιμοποιείται γιά νά ένώνει μεταξύ τους 

τά κομμάτια του DNA ή δράσις της II δέν είναι καλώς γνω

στή ή δέ III άποτελει τό πραγματικό ένζυμο συνθέσεως DNA. 

‘Η παρασκευή καθαρών ένζυμων πολυμεράσης I,II,III άπέδει

ξέ ότι καί τά τρία ένζυμα έχουν μίαν ένεργητικότητα έξω-
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νουκλεάσης μέ τήν άντίθετον κατεύθυνσιν δηλαδή 3 >  5 ',

Με άλλα λόγια τά ένζυμα αυτά καταστρέφουν καί συνθέτουν 

συγχρόνως μέ άντίθετες κατευθύνσεις.‘Η ταχύτης συνθέ- 

σεως όμως είναι πάντοτε μεγαλύτερη άτιό την ταχύτητα τής 

δράσεως του ένζύμου σάν έξωνουκλεάση. Τό έρώτημα γεννά- 

ται τι χρειάζεται ή τελευταία δραστηριότης. Εύρέθη ότι 

ή έξωνουκλεασική δραστηριότης είναι μεγαλύτερη γιά κακά 

συνδεδεμένες βάσεις (misspairing). "Ετσι ή δράση αύτή 

μπορεί νά έξηγηθει σάν ένας έπιπρόσθετος μηχανισμός κα

λής άντιγραφής. 'Εάν μία βάσις προστεθή χωρίς νά είναι 

στην σωστή της θέση δηλαδή Τ άπέναντι σε Α καί C άπένα- 

ντι σέ G τότε ή έξωνουκλεασική δραστηριότης τού ένζύμου 

τήν άφαιρεϊ.

4.3.- Πριμαδοτικές άλληλουχέες RNA

* Η έναρξη τής συνθέσεως του DNA είναι πολύπλοκον φαινό- 

μενον τό όποιο δέν έχει άκόμη ξεκαθερισθεΐ. Εύρέθη ότι 

δλαι at DNA πολυμεράσαι δέν μποροϋν νά άρχίσουν τήν σύν

θεση τού DNA έπάνω σέ μονόκλωνο DNA. *Η μήτρα αύτή καθ' 

αύτή δέν άρκεϊ γιατί όλα τά ένζυμα χρειάζονται μίαν πρω

τοδοτική άλληλουχία μέ ένα έλεύθερο 3 'OR γιά νά προσθέ

σουν δεσοξυριβονουκλεοτ ίδια. Κανένα ένζυμο δέν βρέθηκε 

πού νά συνθέτει τήν πρωτοδοτική αύτή άλληλουχία. 'Αντί

θετα βρέθηκε πώς στήν άρχή κάθε συντιθεμένου κομματιού 

DNA ύπάρχει μία πριμοδοτική άλληλουχία άπό ριβονουκλεο- 

τίδια (ΕΝΑ) πού μπαίνουν έκει άπό μία "ειδική RNA πολυμε·
Q r

ράση (εικόνα 136) Τά κομμάτια αύτά καταστρέφονται κατόπιν 

άπό τήν DNA πολυμεράση I πού διαθέτει μία έξωνουκλεασική 

δράση 5 >  3 'καί μπορεί νά άφαιρεϊ τόσο ριβο όσο καί δε- 

σοξυριβονουκλεοτίδια, κατόπιν συμπληρώνει τά "χάσματα"
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£ 5 '.^fm
Initiation of RNA primer growth 
at o start point for DNA synthesis
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Figure 9-22
Use of an RNA primer in the initiation of 
DNA synthesis.

(εικόνα 136)

(gaps) καί ένα άλλο ένζυμο ή DNA δεσμάση ένώνει τελικά 

τά κομμάτια. Σέ όρισμένες περιπτώσεις όταν ή πριμοδοτική 

άλληλουχία RNA βρίσκεται συνδεδεμένη μέ τό DNA καί άπό 

τά δύο άκρα της 5 'καί 3 ’ ή έζωνουκλεασική δράση της DNA 

πολυμεράσης I δέν δύναται νά άφαιρέση τό RNA τότε χρησι

μοποιείται η ριβονουκλεάση Η γιά νά καταστρέφει τό RNA 

του ύβριδίου RNA/DNA. *Η DNA πολυμεράση I λειτουργεί καί 

σάν έπανορθωτικό ένζυμο σέ βεβλαμένο DNA άπό υπεριώδεις 

άκτινοβολίες.

Ή  φύσις των άλληλοδιαδοχών πού σημαίνουν έναρζη της συν- 

θέσεως τοϋ DNA δέν είναι άκόμη γνωστή. ‘Ε μελέτη όρισμέ- 

νων ίων DNA των δποίων οί άλληλοδιαδοχές τους μέ τίς νέες
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ταχείες τεχνικές (DNA sequencing) γίνονται γνωστές θά έτη- 

τρέψει τήν λύση αύτοϋ τοϋ προβλήματος, τέλος δλίγα γνωρί

ζουμε γιά τήν ειδική RNA πολυμεράση πού χρησιμοποιείται 

γιά τήν έναρξη τής συνθέσεως τοϋ DNA. Γιατί μία RNA πολυμε

ράση; ίσως γιά λόγους πιστότητος άντιγραφής (περισσότερα 

λάθη στήν έναρξη άπό μία DNA πολυμεράση).

4.4.- Σύνθεση κυκλικών μορίων DNA,

‘Η άντιγραφή των κυκλικών DNA δέν προϋποθέτει τόν προσχη- 

ματισμό γραμμικού DNA δηλαδή ό κύκλος Αντιγράφεται ύπό τήν 

κυκλική του μορφή. *Η άντιγραφή Αρχίζει άπό ένα σημείο τοϋ 

κυκλικοϋ DNA μέ άνοιγμα τής διπλής έλικος καί κατευθύνεται 

πρός δύο διευθύνσεις έκ τοϋ σημείου ένάρξεως. “Ενας τέτοιος 

μηχανισμός προκαλεΕ βέβαια τόν σχηματισμό ύπεριλίκων στό 

ύπόλοιπο μόριο καί ή τάσις πού δ.ημιουργεΕται θά προκαλοϋσε 

τό σταμάτημα τής Αντιγραφής.

Χρειάζεται έπομένως νά λάβει χώρα διακοπή τής διπλής έλικος 

σέ κάποιο σημείο γιά νά άναδιαταχθοϋν οί σχηματισμένες όπε- 

ρέλικες καί νά λήψει ή δημιουργούμενη τάσις πού τείνει νά 

σταματήση τήν σύνθεση. Τήν δουλειά αύτή,τό σπάσιμο τής μιάς 

έκ τών δύο έλίκων,τήν κάνουν όρισμένα ένζυμα πού λέγονται 

"swivelase" στροφιδάσαι. Στήν άρχή νομίζαμε πώς ένα σπάσι

μο μόνιμο υπήρχε στό DNA άλλά όταν ή άντιγραφή φθάνει σαότό 

τό σπάσιμο θά ήταν ύποχρεωμένμ νά σταματήση πράγμα πού δέν 

γίνεται. Σήμερα πιστεύουμε ότι τά σπασίματα αύτά γίνονται 

γιά πολύ μικρό χρονικό διάστημα καί άποκαθίστανται άμέσως. 

Τήν δουλειά αύτή τήν κάνουν οι στροφιδάσες. Δέν γνωρίζου

με άκόμη άν οί στροφιδάσες έργάζονται παντοϋ ή σέ καθορι

σμένα σημεία, (εικόνα 137 καί 138).
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Figure 9-27
Simplified version of the bidirectional 
replication of circular DNA molecules. Only 
a fraction of the replication intermediates 
are so visualized in the EM, since those 
molecules which possess intact parental 
strands take up supertoiled configurations.

'(είκόνα 137)

> .V * *

/

>%
κ

Figure 9-26
Autoradiograph showing the Y-shaped growing points A and B of an £. 
colt chromosome. The DNA was labeled with HMhymidine for two gen
erations of DNA replication. The 0-shaped appearance is the result of 
looking at a circular chromosome which has been two-thirds duplicated. 
The scale shows 100 μ. [Reproduced from J. Cairns, Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol. XXVIII, 44 (1963), with permission.]

(.εικόνα 138)
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(ευκόνα 138 α )

’Duplication of circular DNA using the rolling circle mechanism



2 5 5

4.5.- * Αντιγραφή περιστρεφομένου κύκλου

Σέ πολλούς ίούς καθώς καί κατά τήν σύζευξη (mating) στά 

βακτηρίδια παρατηρείται ένας άλλος τρόπος Αντιγραφής τού 

DNA καλούμενος rolling-circle (περιστεφόμενος κύκλος).

Τό κυκλικό DNA ύφίσταται σπάσιμο της μίας έλικος σέ κά

ποιο σημείο όπότε δημιουργοΟνται δύο άκρα ένα 3 ’-0Η καί 

ένα 5 'φωσφορικό. Τό ένζυμο πού δημιούργησε τό σπάσιμο 

τραβάει τό 5 'άκρο πρός τά έξω τοϋ κύκλου δπότε τό 3'-0Η 

χρησιμοποιείται σάν πρωτοδοτική. Αλληλοδιαδοχή γιά νά γί- 

νη σύνθεση τής συμπληρωματικής έλικος πάνω στόν κύκλο.

Τό έλεύθερο άκρο πού τραβιέται πρός τά έξω χρησιμοποιείται 

καί σάν μήτρα γιά τή σύνθεση τής διπλής έλικος Από μικρά 

κομμάτια DNA τά όποία ένώνονται μεταξύ τους μέ τήν δεσμά- 

ση. * Η Αντιγραφή αύτή λαμβάνει χώρα καί κατά τήν σύζευ

ξη των βακτηριδίων. "Οταν δημιουργηθή ή γέφυρα μεταξύ Αρσε

νικών καί θυλικών βακτηριδίων τό χρωματόσωμα τού Αρσενικού 

εισέρχεται στό θυλικό σάν μονόκλωνο DNA. *Η Αντιγραφή δέν 

γίνεται μέ τόν μηχανισμό του περιστρεφομένου κύκλου στό 

χρωματόσωμα τοΟ Αρσενικού βακτηριδίου. Μέσα στό θηλυκό 

βακτηρίδιο τό μονόκλωνο Αρσενικό DNA Αντιγράφεται σέ δί

κλωνο καί λαμβάνει χώρα άνασύνδεσις Creconbination). μετα

ξύ τοϋ DNA του Αρσενικού καί θυληκοΰ βακτηριδίου. *0 τρό

πος αύτός τής Αντιγραφής σέ συνδιασμό μέ τήν σύζευξη έπι- 

τρέπει ώστε νά μήν δημιουργοΟνται ποτέ γεννετικώς έλλειπεί 

(deficient) άρσενικά βακτηρίδια (εικόνα 138 α).

4.6.- 'Επιδιόρθωση του DNA

’Εκτός Από τήν σύνθεση τού DNA στήν Αντιγραφή ύπάρχουν καί 

συνεχείς μικροσυνθέσεις πού γίνονται γιά τήν έπιδιόρθωση
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βλαβών τού DNA π.χ. άπό δράση ακτινοβολιών. *Η έπιδιόρθω- 

ση γίνεται σέ πολλά στάδια καί έπιδροϋν πολλά ένζυμα. ‘Η 

πιό συχνή βλάβη άπό ύπεριώδη άκτινοβολία είναι ό σχημα

τισμός διμερούς θυμίνης (είκόνα 139)

Στήν περίπτωση αυτή άν ή έπιδιόρθωση. δεν λάβη χώρα ή. βλά

βη είναι θνησιγόνος γιά τό κύτταρο, γιατί στό σημείο τοϋ 

διμερούς γίνεται κακός σχηματισμός τής διπλής έλικος.

Ή  έπιδιόρθωση γίνεται ώς έζής: ένα πρώτο ένζυμο μία έν- 

δονουκλεάση κόβη τό DNA σέ ένα σημείο, ‘Η DNA πολυμερά- 

ση I μέ τήν 5 ' —*■ 3 ’ έξωνουκλεασική δράση τής καταστρέφη 

τό SNA, τό ίδιο ένζυμο προκαλεί τήν σύνθεση καί τέλος ή 

δεσμάση συνδέει τό DNA (είκόνα 140) ;

Ή  άσθένεια, ξμρόδερμα όφείλεται στήν έλλειφη έπιδιορθω- 

τικών ένζύμων. Πρόκειται γιά γενετική άσθένεια πού κλη

ρονομείται σάν ένας αύτοσωματικός ύπολειπόμενος χαρακτή

ρας κατά τήν όποίαν προκαλοϋνται βλάβες τού δέρματος με

τά άπό έκθεση στό φώς πού μπορούν νά όδηγήσουν σέ καρκί

νους. 1. A distortion in the DNA molecule caused
by a uv light-induced thymine dimer.

2. A specific endonuclease breaks the back
bone of one choin near the dimer.

4-

j A I  Ί ιΜ μμ1 ι ιι

φ

T f t  ► w
■ 3 . The excision of a  small region containing

H  J 1 j l  ^  ^'mer an exonuclease.

1

Figure 9-36
Formation of thymine dimers by uv ir
radiation.

(εικόνα 1 3 o)

πτπτπ
u

I
4. 5 '—3' synthesis of new strand. The corrert 
bases ore inserted by base pairing with those 

i ° "  *̂ e >ntacf strand.

ru u urLm
u  ■ 1 1 a ■ I I

■ ■ 5. Polynucleotide ligose joins up the two ends
of the sfrond and the "repaired" molecule 
is complete.

(εικόνα 14 0)

Figure 9-37
Some of the enzymatic steps involved in 
the repair of DNA molecules containing 
thymine dimers.
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ΣΥΝΘΕΣΗ- RNA - ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ!

1_._ ρόλος του RNA οτήν μεταφορά πληροφορ ίάς 

Μπαίνουμε τώρα στό πρόβλημα της μεταφοράς της πληροφορίας 

άπό τίς Αλληλοδιαδοχές τών βάσεων του DNA πού είναι κωδι- 

κοποιημένη. Τό πρόβλημα εδώ είναι πολύ πιό πολύπλοκο άπό 

έκεΐνο τοϋ Αναδιπλασιασμού τού DNA γιατί οι πλάγιες άλυ- 

σεις τών άμινοξέων δέν έχουν καμμία δυνατότητα νά σχηματί

σουν δεσμούς υδρογόνου ή άλλους Ασθενής δεσμούς μέ τά κα- 

λούπια τους δηλαδή τά νουκλεΐνικά όξέα. Παρ'δλα αύτά η σω

στή Αλληλοδιαδοχή άμινοξέων μπαίνει μέσα στήν κατασκευή 

κάθε πρωτεΐνης μέ πιθανότητα λάθους λιγότερη άπό 1 γιά χί

λια άμινοξέα. "Ετσι τό πρόβλημα τής πρωτεϊνικής συνθέσεως 

είναι πολύπλοκο καίχρειάσθηκε πολύ περισσότερη δουλειά γιά 

νά λυθεί.

Κατ'άρχάς θά δούμε τίς Αποδείξεις πού μάς κάνουν νά κατα

λάβουμε δτι τό DNA δέν είναι τό άμεσο καλούπι γιά τήν κα

τασκευή τών πρωτεϊνών. 'Αντίθετα ή γεν ετική πληροφορία 

μεταφέρεται σέ μία άλλη δμάδα μορίων πού Αποτελούν τά τε

λικά καλούπια. Τά μόρια αύτά είναι τά ριβονουκλεϊνικά 6- 

ξέα ή RNA. Τά μόρια τού RNA είναι καί αύτά μεγάλα πολυ

μερή μόρια καί χημικώς πολύ συγγενή πρός τό DNA.

Τό κεντρικό δόγμα τής μοριακής βιολογίας Αφορά τήν κατεύ

θυνση μεταφοράς τής πληροφορίας καί λέει πώς ή πληροφορία 

μεταφέρεται άπό τό DMA είς τό RNA καί κατόπι στίς πρωτεϊ-

νεε DNA-*r— >■ RNA ---- πρωτεΐνηΟ
έπειδή όμως υπάρχουν όρισμένες έξαιρέσεις γιά τό πρώτο 

στάδιο τής μεταφοράς καί ύπάρχουν παραδείγματα πού τό 

RNA είναι τό πρωταρχικό πληροφοριακό μακρομόριο γι'αότό
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τό δόγμα σήμερα είναι νουκλεϊνικά δξέα ----> πρωτεΐνες

‘Η. πρωτεϊνική σύνθεση γίνεται εν απουσία τοϋ DNA. *Η κα

λύτερη απόδειξη προέρχεται άπό μελέτη εύκαρυωτικών κυτ

τάρων όπου δ διαχωρισμός πυρήνος καί πρωτοπλάσματος είναι 

έμφανής. Στά κύτταρα αύτά η πρωτεϊνική σύνθεση γίνεται 

στό πρωτόπλασμα ένώ δλο σχεδόν τό DNA βρίσκεται στά χρω

ματοσώματα τοΟ πυρήνος/ χρειάζεται έπομένως ένα ένδιάμε

σο προϊόν γιά την μεταφορά της πληροφορίας.

'Εάν ίχνηθετήσουμε π.χ. ένα κύτταρο μέ ένα πρόδρομο τοΟ 

RNA π.χ. ούρακίλη βλέπουμε ότι σέ 15' λεπτά ή ραδιενέρ

γεια βρίσκεται στόν πυρήνα καί σέ 90 λεπτά περνάει όλη 

στό πρωτόπλασμα γενικώς άποδεικνύεται ότι τό DNA δέν εί

ναι τό άμεσο καλούπι γιά παραγωγή πρωτεϊνών ^ίκόνα_141_

εΐκ.ΙΗΙα) Αύτοραδιογραφία ενός κυττάρου κατόπιν σημάνσεων 
μέ ραδιενεργόν (Η^) κυτοσόνη γιά 15 λεπτά, 
β) τό ίδιο κότταρο κατόπιν 12 λεπτών σήμανσή και 88 
λεπτά σε' υλικό μη περιέχβν ραδιενέργεια. ΙΙρακτικβς 
δλη η ραδιενέργεια του RNA έγκατέληψε τόν πυρήνα 

________ καί βρίσκεται μόνον στό πρωτόπλασμα.________________

Τό ένδιάμεσο μόριο πού ππράγεται γιά νά γίνει πρωτεϊνική σύνθεση 

είναι RNA. Κατ'άρχάς υπάρχουν Αποδείξεις άπό πολλά είδη 

εύκαρυωτικών κυττάρων ότι όλη ή σύνθεση RNA γίνεται στόν 

πυρήνα ό όποιος περιέχει DNA. Τό RNA δέν παράγεται στό 

κυττόπλασμα άπό όπου λείπει καί τό DNA.
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Μετά τή,ν σύνθεσή τους τά μόρια τοϋ RNA μεταφέρονται στό 

κυττόπλασμα όπου λαμβάνει χώρα ή πρωτεϊνικη σύνθεση. Τό 

ποσόν έξ άλλου τής πρωτεϊνικής συνθέσεως είναι άμεσα 

σχετικό μέ την ποσότητα τοΟ RNA του κυττάρου. Δηλαδή κύτ

ταρα πού περιέχουν πολύ RNA παράγουν καί πολλές πρωτεΐνες 

άντίθετα κύτταρα όπως του μυϊκού ιστού πού δέν περιέχουν

πολύ RNA δέν παράγουν καί πολλές πρωτεΐνες.

Διά πειραμάτων ίχνηθετήσεως είναι δυνατόν νά έντοπίσουμε 

μέ άκρίβεια τήν θέση της πρωτεϊνίκης συνθέσεως μέσα στό 

κυτταρόπλασμα. 'Εάν πάρουμε κύτταρα καί τούς δώσουμε ρα

διενεργά άμινοζέα γιά πολύ μικρό χρονικό διάστημα κατό

πι τά σπάσουμε καί διαχωρίσουμε ύποκυτταρικές μονάδες

βρίσκουμε πώς όλη ή ραδιενέργεια βρίσκεται συγκεντρωμέ

νη σέ ορισμένα στοιχεία τού πρωτοπλάσματος πού όνομάζο-

• εΐκ. 142.Τμήμα κυττάρου παγκρέατος όπως φ -.ένεται στο' ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο φαίνεται λίαν ανεπτυγμένο ένδοπλασματικό δίκτυο 
περιέχον οιβοσωμάτια. 'Υπάρχουν καί έλεόθερα ριβοσωμάτια.
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— ■— 15%  sugar

^ jjjp  30%  sugar

The gradient consists of ordinary 
sugar dissolved in water and placed 
in o test tube. In a typical 
experiment, rabbit red blood cells 
ore incubated 45 sec with amino 
acids containing C ".

Ribosomes from the cells 
are layered on the sucrose 
gradient and spun 
in o centrifuge.

ΐ -botome» show up by strongly 
absorbing ultraviolet radiation 
u» ?o0C A  Newly synthesized 
polypeptide chon·. containing (  
*!><.>» uf ο·· the* rodiotion counter 
Thnse choms turn oui to be in 
the foster sedimenting ribosome 
♦ruction polyribosomes·.

f/actio · lumber

είχ.143. Φυγοχέντρισμς σε κλίση πυκνότητας σακχαρόζης ύποχυτταρι- 
χών μονάδων κατόπιν άπό Βραχείαν σήμανση με ραδιενεργά άμι- 
νοξέα. ’Αποδειχνϋεται ότι ή ραδιενέργεια Βρίσκεται στά πολυ- 

_____ ριβοσωμάτια.___________________

Τό αύτό πείραμα μπορεί νά γίνει καί in vitro σέ καλώς πα

ρασκευασμένες κυτταρμκές μονάδες, φίσκουμε πάλμ ότι ή 

σύνθεση των πρωτεϊνών γίνεται στά πλούσια σέ RNA σφαιρι

κά σωμάτια πού είναι τά πολυριβοσώματα. Τά πολυριβοσώμα- 

τα φαίνονται στό ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάν μία Αλυσί

δα άπό σφαιρικά σωμάτια τά ριβοσωμάτια τά όποια κρατιού

νται ένωμένα μεταξύ τους διά ένός μορίου RNA πού δνομά- 

ζεται άγγελιοφόρο RNA. Θά δούμε άργότερα πιά άκριβώς εί
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ναι Λ δομή καί λειτουργία τών πολυριβοσωματίων.

2. Χημική σύσταση τού RNA. Δομή του μορίου.

Τό RNA είναι χημικώς πολύ όμοιο με τό DNA· Παρατήρηση 

της δομής τοϋ RNA δείχνει πώς ή σύνθεσή του μπορεί νά 

γίνει χρησιμοποιώντας σάν μήτρα τό DNA.

διακλαδώσεις μόρια τά όποια περιέχουν 4 τύπους νουκλεο- 

τιδίων ένωμένων μεταξύ τους μέ 3'- 5 'φωσφοδιεστερικούς 

δεσμούς, είκόνα 144.

ΆποτελεΕται Από μακριά χωρίς

Η Η V /

Ο Η Ν Cytosine

Μ

ε ί κ . 1 4 4 .  *0  χ η μ ι κ ό ς  τ ό π ο ς . ε ν ό ς
πολυρι3ονουκλεοτιδίου

Ο  Urocil
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Δύο διαφορές στις χημικές δμάδες διακρίνουν τά μόρια τού 

RNA άπό τό DNA Ιον/ Μία μικρή διαφορά στά σάκχαρα. Τό 

σάκχαρο του DNA είναι δεσοξυριβόζη ένώ τό RNA περιέχει 

ριβόζη., ή διαφορά συνίσταται σέ ένα ΟΚ πού βρίσκεται στό 

δεύτερο άτομο άνθρακος τοΰ σακχάρου.

2ον/ Τό RNA δέν περιέχει θυμίνη άλλά άντί αύτής περιέχει 

τήν πολύ όμοια μέ τήν θυμίνη. ούρακίλη, ή διαφορά καί έδω 

έγκειται στήν παρουσία μιας μεθυλυομάδος στην θυμίνη πού 

δέν παρατηρειται στήν ούρακίλη.. εικόνα 145.

Absence of α 
methyl group

OH OH

Dooxyribo·· Ribo·#

DNA RNA

είχ. l*+5 .Δομή ούραχόλης xaό της ριΒόζης. "Ελειψις ενός με
θυλίου άπό την οΰραχίλη χαί τό πρόοτθετον ΟΗ της ριβόζης.

Παρ'δλες αυτές τίς διαφορές τά πολυριβονουκλεοτίδια δύνα- 

νται νά σχηματίσουν συμπληρωματικές έλικες του ίδιου τύ

που μέ τό DNA δηλαδή διπλές έλικες άρκεΐ ή σειρά τών βά

σεων νά είναι συμπληρωματική δηλαδή ούρακίλη άπέναντι 

στήν άδενίνη καί κυτοσίνη άπέναντι στήν γουανίνη. "Αρα 

ol δύο χημικές διαφορές δέν έμποδίζουν τό RNA νά σχημα

τίζει τίς ίδιες διπλές έλικες όπως τό DNA. Παρ'δλην όμως
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τήν δμοιότητά τους μέ τό DNA τά μόρια RNA δεν σχηματίζουν 

διπλές έλικες μεταξύ τους πού νά συνδέονται μέ δεσμούς υ

δρογόνου. Αύτό άποδεικνύεται άπό τό ότι τό ποσόν της ού- 

ρακίλης στό RNA δέν ίσουται μέ τό ποσόν της άδενίνης καί 

τό αύτό ισχύει καί μέ τά ποσά κυτοσίνης καί γουανίνης.

“Αρα τό RNA άνευρίσκεται σάν διπλή αλυσος πολυνουκλεοτι

δίων. *H διαφορά αύτή κάνει έτσι ώστε ή τρισδιάστατος δο

μή του μορίου του ΚΝΑ νά είναι πολύ άκανόνιστός σέ σχέση 

μέ τό DNA. Αύτή ή. άστάθεια στην τρισδιάστατο δομή του 

μορίου του RNA έκανε πολλούς νά άντιμετωπίσουν μέ άπεσιο- 

δοξία τό πρόβλημα του τρόπου μέ τόν όποιο τό RNA φτιάχνει 

τις πρωτεΐνες γιατί νομίζανε πώς έπρεπε πρώτα νά δούμε τό 

καλούπι γιά νά μπορέσουμε νά καταλάβουμε πώς δρα.

Εύτυχώς άπεδείχθη δτι οί φόβοι αυτοί ήσαν άδικαιολόγητοι 

καί θά δούμε άργότερα πώς βρέθηκε ό μηχανισμός τής πρωτεϊ- 

νικής συνθέσεως.

3. Ένζυμική σύνθεση του RNA μέ μήτρα τό DNA.

Τό γεγονός δτι τό RNA δπως καί τό DNA είναι μία μακριά χω

ρίς διακλαδώσεις αλυσος χρησιμοποιούσα 4 διαφορετικά νου- 

κλεοτίδια άμέσως δείχνει δτι ή γενετική πληροφορία πού 

είναι γραμμένη στό DNA μεταφέρεται σέ μία συμπληρωματική 

άλυσίδα νουκλεοτιδίων στό RNA. Σύμφωνα μέ αύτή τήν ύπόθε- 

ση οι κλώνοι του DNA σέ μία ή περισσοτέρους περιόδους τοϋ 

κυτταρικού κύκλου θά πρέπει νά άνοίγουν σέ δριμένα σημεία 

καί νά εργάζονται σάν μήτρες γιά τήν παραγωγή τού RNA. 

'Επίσης σύμφωνα μέ αύτήν τήν υπόθεση, θά πρέπει νά ύπάρχουν 

ρυθμιστικοί μηχανισμοί πού νά καθορίσουν πότε τό DNA θά 

ύφίσταται διπλασιασμό (άντ ιγραφής δταν άνοίγει καί πότε
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μεταγραφή, καί θά χρησιμοποιείται σάν μήτρα γιά παραγωγή 

RNA. Ή  καλύτερη Απόδειξη τής ύποθέσεως τής μεταγραφής 

του DNA σέ RNA προήλθε άπό τήν Ανακάλυψη του Αντιστοίχου 

ένζυμου δηλαδή τής RNA πολυμεράσης.

Τό ένζυμο αύτό ένώνες μεταξύ τους τά διάφορα ριβονουκλεο- 

τίδια καταλύοντας τόν σχηματισμό τών 3'- 5 'φωσφοδιεστερι- 

κών δεσμών πού Αποτελούν τόν σκελετό των μορίων τού RNA. 

Τήν έργασία αυτήν τήν κάνει όμως μόνον παρουσία του DNA 

πράγμα πού σημαίνει δτι τό DNA είναι υπεύθυνο γιά τήν σει 

ρά μέ τήν δποία τά νουκλεοτίδια θά διαταχθουν τελικά στήν 

συνθετομένη άλυσο τού RNA.

‘Η Απόδειξη τού γεγονότος αύτοϋ βρίσκεται άπό τήν μελέτη 

τής συστάσεως σέ βάσεις τού DNA καί τού RNA δηλαδή του 

λόγου καί τού Αντιστοίχου στό RNA Ot λόγοι αύτοί

χρησιμοποιόντας διαφόρων τύπων DNA δείχνουν όμοιότητα με 

ταξύ ένός DNA καί τού RNA τό όποιον παράγει in vitro ttiva- 

HftC.iL Καί άλλου τύπου πειραμάτα άποδεικνύουν ότι ή μή

τρα είναι ένα μονόκλωνο DNA π.χ. έάν χρησιμοποιήσουμε 

σάν μήτρα τό μονόκλωνο DNA του ίοϋ ΦΧ174. Πάνω στό DNA 

τού ίού αύτου ή RNA πολυμεράση φτιάχνει ένα RNA μέ τήν 

άντιπαράλληλο σύσταση. Στήν περίπτωση δέ αύτή τό RNA μέ

νει ένωμένο πάνω στό DNA καί έπιτρέπει τήν Απομόνωση ένός 

ύβριδίου DNA/RNA.
Table 11-2 Comparison of the base Composition of 
fcnzymatically Synthesized RNA's with the Base Composition 
of Their Double-Helical DNA Templates

Composition of the RNA Bases q  -■̂
Source ot DNA 
Template

Ade
nine Uracil

Gua
nine

Cyto
sine

Ob
served

in
DNA

T2 0.31 0.34 0.18 0.17 1.86 1.84
Call Ihymus 0.31 0.29 0.19 0.21 1.50 1.35
£ coll 0.24 0.24 0.26 0.26 0.92 0.97
Micrococcus lyso- 0 17 0.16 0.33 0.34 0.49 0.39

deikticus (a 
bacterium)

πίνακας 8
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Τό Αποτέλεσμα αύτό έρχεται σέ Αντίθεση μέ τά πειράματα 

πού χρησιμοποιούν δίκλωνο DNA. 'Εδώ τό παραγόμενο RNA 

ταχέως Αποχωρίσεται Από την μήτρα καί οι δύο κλώνοι τού 

DNA ξαναενώνονται μεταξύ τους στά σημεία πού άνοιξαν . 

είκόνα 146.

είκ.146.'Η σύνδεσιε τού ένζύμου, RNA πολυμεράση, στό DNA δια- 
υοίγει την διπλή έλικα σέ ένα περιορισμένο τμϊίμα καί 
έπιτρέπει την σύνθεση τού RNA. Τό RNA πού συντίθεται εκ-. 
διώκεται άπό ξανακ?εέσημο τήε διπλήε ελικοε τού DNA καί 
τό 5 'άκρο του είναι ελεύθερο γιά νά άρχίση την πρωτει- 

_____ νίκη σύνθεση ένούμενο μέ ριβοσωμάτια.______________________

Φαίνεται πώς ή ένωση DNA/DNA είναι ίσχυροτέρα τής ένώσεως 

DNA/RNA καί εύνοείται θερμοδυναμικά έτσι ή άλυσος του 

RNA έκδιώκεται Από τήν ένωση μέ τό DNA καί έλευθερώνεται 

όπως προχωρεί ή σύνθεσή του. Βλέπουμε έπομένως πώς βασι

κά ό μηχανισμός γιά τήν σύνδεση RNA είναι πολύ όμοιος μέ 

τόν μηχανισμό συνθέσεως τού DNA καί στίς δύο περιπτώσεις 

τά άμμεσα πρόδρομα είναι νουκλεοτίδια τριφωσφορικά.

‘Επίσης καί στίς δύο περιπτώσεις ένα εΟδικό ένζυμο χρη

σιμοποιείται γιά τήν σύνθεση, ή_ DNA καί ή RNA πολυμεράση, 

ή σειρά δέ των νουκλεοτιδίων καθορίζεται πάντοτε άπό μία 

μήτρα DNA τήν άντιπαράλλμλο άλυσο DNA στήν σύνθεση DNA/ 

/DNA καί στήν σύνθεση DNA/RNA,

‘Η σύνθεση, τού RNA είναι καί αύτή. μία σύνθεση. Αρκετά πι

στή. ‘Ε  έρευνα Απέδειξε βέβαια πώς δέν υπάρχει μηχανισμός 

έπιδιορθώσεως λαθών στήν RNA πολυμεράση άλλά πρέπει νά λά
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βουμε ύπ'δψιν δτι λάθος στό RNA δεν είναι τόσο σημαντικό 

δπως ένα λάθος στό DNA γιατί τό RNA δέν αότσπαράγεται καί τό 

λάθος δέν πολλαπλασιάζεται.

4. Σέ κάθε γόνο μόνον 6 ένας κλώνος του DNA

χρησιμοποιείται σάν μήτρα γιά σύνθεση του RNA.

'Εάν καί οΐ δύο κλώνοι του DNA χρησιμοποιόντουσαν σάν μή

τρα γιά σύνθεση άντιστοίχου RNA καί αύτό χρησιμοποιείτο 

γιά νά φτιάνει τό καθένα μία πρωτεΐνη τότε κάθε γόνος θά 

έφτιαχνε δύο πρωτεΐνες πράγμα πού γενετικώς δέν στέκει 

γιατί γνωρίζουμε πώς κάθε γόνος φτιάχνει μόνον μία πρω

τεΐνη· ‘Επομένως θά πρέπει ή μόνον ένας κλώνος τοΟ DNA 

νά άντιγράφεται σέ RNA ή άν καί οι δύο κλώνοι Αντιγράφο

νται τό ένα RNA νά καταστρέφεται καί νά μήν χρησιμοποιεί

ται σάν καλούπι γιά σύνθεση πρωτεΐνηε* Τά πειραματικά δε

δομένα μάς λένε δτι άπό τίς δύο αυτές ύποθέσεις ή πρώτη 

είναι ή σωστή. Αύτό έχει άποδειχθεΐ μέ πολλούς τρόπους.

Π .χ .ύπάρχεl ένας Ιός (SP8) δ δποίος άναπτύσεται στό θαυ

μαστόν βακτηρίδιον (bacillus subtilis) καί δ δποίος περιέ

χει δύο κλώνους DNA πού έχουν μεγάλη διαφορά συστάσεως 

σέ βάσεις καί μπορούν εύκολα νά διαχωρισθούν δ ένας άπό 

τόν Αλλο. Χρησιμοποιόντας αύτόν τό φάγο μπορούμε νά ρωτή

σουμε Αν τά παραγόμενα RNA προέρχονται καί άπό τούς δύο 

κλώνους ή μόνον άπό τόν ένα. Γιαύτό τό σκοπό τό DNA τού 

ίού θερμένεται, λίγο κάτω άπό τούς 100°, δπότε οΐ δεσμοί 

υδρογόνου καταστρέφονται καί οι δύο άλύσεις τού DNA δια

χωρίζονται. Φυγοκέντριση σέ χλωριοΰχο καίσιο έπιτρέπει 

τήν άπομόνωση των δύο άλύσεων τού DNA αύτσΰ.

"Εχοντας έτσι Ξεχωρίση τούς δύο κλώνους τού d n a  μπορού

με νά δούμε ποιός άπό τούς δύο σχηματίζει ύβρίδια μέ τό
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RNA πού παράγεται in vivo κατά τήν μόλυνση του βακτηρι

δίου άπό τόν φάγο. Τό άποτέλεσμα τοΟ πειράματος 'είναι 

πως μόνον δ ένας κλώνος τού DNA του ίου σχηματίζει ύβρί

δια μέ τό RNA καί άρα μεταγράφεται, εικόνά 147.

DNAι DNAj

I  Breaking of hydrogen bond·

i
@ 0  ·$ )  S

J

είχ ,147.Χρησιμοποίησις τοΟ υβριδισμοί) για τήν απόδειξη 
συμπληρωματιχότητος μεταξύ ενός mRNA χαή τονί αντι
στοίχου χλώνου τοΟ DNA. "Οταν τό RNA1 άναμυγνΰεται 

_____ με τοός κλώνους ενός DNA2 δεν γίνεται ύβρίδοποίησις.

Τό ότι μόνον ό ένας κλώνος του DNA έκάστου γόνου μεταγρά 

φεται έΕηΥεΐ καί γιατί ft συχνότης τών βάσεων του RNA δέν 

άκολουθεί τόν κανόνα τής συχνότητος στό DNA δηλαδή ένώ 

στό DNA Α=Τ καί G=C στό RNA A^U καί G^C πράγμα πού συμαί 

νει έπίσης μεταγραφή, μόνον ενός κλώνου του DNA καί μή ύ

παρξη συμπληρωματικών RNA. Αντιγραφή τού ένός μόνον άπό 

τούς δύο κλώνους παρατηρείται καί in vitro άρκεί τό DNA 

πού χρησιμοποιείται γιά μεταγραφή, νά είναι όλόκληρο καί 

χωρίς σπασίματα στήν διπλή έλικα. Πειράματα πού χρήσιμο-
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ποιούν τό DNA του φάγου Τ 7 δείχνουν ότι δ κλώνος του 

DNA πού μεταγράφεται in vitro είναι ό ίδιος μέ αυτόν 

πού μεταγράφεται in vivo βλέπουμε τίς παραγόμενες αλυσί

δες RNA σέ παρασκευάσματα στό ηλεκτρονικό μικροσκόπιο.

*Η μεταγραφή άλλων DNA εκτός του Τγ καί του CoO SP 8 δέν 

είναι βέβαια τόσο άπόλυτος στήν χρησιμοποίηση τών κλών- 

νων.

‘Υπάρχουν περιπτώσεις πού ή μεταγραφή γίνεται άλλου στόν 

ένα κλώνο καί άλλοΰ στόν άλλο κλώνο όπως συμβαίνει ατούς 

Ιούς Τ4 καί λ καί άκόμη καί στό DNA τής E.-coli. Πάντως 

ποτέ δέν γίνεται στόν ίδιο γόνο νά έχουμε καί τά δύο DNA 

νά μεταγράφονται. 'Επίσης ή φορά πάνω στό χρωματόσωμα τής 

μεταγραφής μπορεί νά γίνεται σέ διαφορετικές κατευθύνσεις 

(Ιός Sv40)

5. Χαρακτήρες τοΟ μεταγραφομένου RNA

Σέ άντίθεση μέ τό ΕΝΑ πού μπορεί πολλές φορές νά είναι ένα κυκλι

κό μόριο τά RNA είναι πάντοτε γραμμικά καί ποτέ κυκλικά. 

*Η τρισδιάστατος δομή τού RNA είναι έξ άλλου πολύ Ακανό

νιστος καί διαφέρει στά διάφορα μόρια.

Πολλές φορές σχηματίζονται άναδιπλώσεις τής μονής έλικος 

του RNA μέ σχηματισμό μερικώς διπλής άλύσεως. 01 σχημα

τισμοί αύτοί προσδίδουν χαρακτηριστικές τρισδιάστατες 

δομές στά μόρια τού RNA καί συχνά χρησιμεύουν γιά τήν έ

νωση μέ είδικές πρωτεΐνες πού Αναγνωρίζουν τμήματα του RNA. 

‘Η σύνθεση του RNA όπως καί ή σύνθεση του DNA γίνεται αύ- 

στηρά πρός μία ώρισμένη κατεύθυνση στήν σύνδεση του φωσ- 

φοδιεστερικου δεσμού. Μία άλυσίδα RNA περιέχει δύο άκρα 

τό 5 'άκρο καί τό 3 'άκρο, άν ή σύνθεση έχει τήν φορά 5 ’ 

πρός 3 'τότε τό άκρον 5'θά Αρχίζει μέ μίαν ομάδα (ρ~»ρ~ρ)
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τρ ιφωσφορ ική.

‘Εάν δμως ή. φορά είναι 3 'πρός 5 'τότε τό Ακρον πού αύζάνε- 

ται θά έχει τήν τριφωσφορική δμάδα. "Εχει άποδειχθεΐ τε

λευταίως πώς ή φορά συνθέσεως του RNA είναι 5 'πρός 3', 

Χρησιμοποίησις π.χ. του μεταβολίτου 3'- δεσοξυαδενοσίνης 

πού δρά Ανασταλτικά στήν σύνθεση του RNA δείχνει τήν φο- 

ρά συνθέσεως γιατί μόλις είσέλθη στό κύτταρο φωσφορυλιώ— 

νεται σέ 3 '-δεσοζυαδενοσίνη-τριφωσφορική καί εισέρχεται 

στό αύζανόμενο 3 'άκρο ή δέ σύνθεση σταματάει γιατί ό με

ταβολίτης αύτός δέν περιέχει 3'-OH γιά νά έπιτρέψει τήν 

συνέχιση της άλύσεως.

6 · RNA πολύμεράση

'Ενώ ή DNA πολύμεράση Αποτελειται άπό μίαν μόνον πεπτιδι- 

κή Αλυσίδα ή RNA πολύμεράση είναι ένα πολύ πολύ

πλοκο ένζυμο πού άποτελειται άπό πέντε διαφορετικές ύπομο- 

νάδες τίς β', β, σ , α, καί ω μέ Αντίστοιχα μοριακά βάρη 

160.000, 150.000, 90.000, 40.000 καί 10.000. Οι ύπομονά- 

δες αύτές ένώνονται μεταζύ τους μέ χαλαρούς δευτερεύοντας 

δεσμούς. *0 παράγων Ο είναι ή πιό χαλαρά συνδεδεμένη. ύπο- 

μονάδα έτσι μπορεί κανείς νά άπομονώση τό ένζυμο χωρίς τόν 

παράγοντα σ. Τό όλοένζυμο περιέχει καί τόν παράγοντα σ  "V- 

ένωτό βασικό ένζυμο περιέχει τίς άλλες ύπομονάδες μέ τήν 

σύσταση (β'βα2 ω) ' εικόνα ’ 148.

Τό βασικό ένζυμο καταλύει τόν σχηματισμό τών φωσφοδιεστε- 

ρικων δεσμών έζ ίσου καλά είτε παρουσία είτε Απουσία του 

παράγοντος σ,

*0 παράγων σ δέν έχει καμμία καταλυτική λειτουργία, δ ρότ· 

λος του δμως είναι πολύ σημαντικός γιατί Αναγνωρίζει τά 

σημεία ένάρξεως τής συνθέσεως άπό τήν RNA πολύμεράση.
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Figure 11-13
Schematic picture of RNA polymerase 
showing subunit construction.

είχ,Ι'+δ.. 1

Πειράματα in vitro άποδεικνύουν δτι έλλείψη τοΟ παράγοντος 

σ  τό βασικό ένζυμο μπορεί περιστασιακά νά προκαλέσει έναρ

ξη συνθέσεως άλλά πρόκειται γιά λανθασμένες ένάρξεις πού 

γίνονται σέ δποιοδήποτε κλώνο του DNA καί οίανδήποτε ση

μείο. "Οταν δ παράγων σ είναι παρών Λ έναρξη γίνεται στόν 

σωστό κλώνο καί σέ δρισμένο σημείο αύτου όπου ή RNA πολυ- 

μεράση συνδέεται μέ τό DNA καί άναγνωρίζει μία είδική Αλ

ληλοδιαδοχή βάσεων. Δέν είναι γνωστό άκόμη έάν ή άναγνώρι- 

ση γίνεται άπό τόν ίδιο τόν παράγοντα σ  ή άν γίνεται άπό 

τό βασικό ένζυμο στό δποίο ή σύνδεση μέ τόν σ  προκάλεσε 

τρισδιάστατο μεταβολή ώστε νά μπορεί νά άναγνωρίση μία ώρι- 

μένη Αλληλουχία βάσεων στό DNA (τόν promotor ύποκινητή)

Τό άρχικό σημείο άναγνωρίσεως άπό τήν πολυμεράση δέν είναι 

τό Ακριβές σημείο ένάρξεως τής μεταγραφής. ‘Η πολυμεράση 

συνδέεται ίσχυρά στό σημείο αύτό ίσως Αναγνωρίζοντας ζευ- 

γαρομένες βάσεις. Αμέσως μετά τήν σύνδεση οι βάσεις χαλα

ρώνουν μεταξύ τους γιά νά έπιτρέφουν τήν μεταγραφή άλλά 

ή. μεταγραφή, αότή Αρχίζει λίγο πιό πέρα Από τήν Αρχική σύν

δεση μέ μετατόπιση του ένζύμου.
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Μέχρι πρίν Από δύο χρόνια ft φύσις τής, Αλληλοδιαδοχές πού 

ένωνε Tat ή πολυμεράση fix ο τελείως άγνωστος. 2 ήμερα δμως 

ένας Αριθμός Από Αλληλοδιαδοχές βάσεων διαφόρων υποκινητών 

είναι γνωστός. "Ετσι έγινε γνωστό δτι οί βάσεις πού Ανα

γνωρίζει ή πολυμεράση δέν μεταγράφονται σέ RNA. Α μ έ σ ω ς  

μετά τήν συνένωσή της μέ τό DNA ή πολυμεράση προχωρή καί 

μετατοπίζεται λίγο σέ ένα άλλο σημείο δπου συνδέεται Ακό

μη πιό ίσχυρΑ καί έκει Αρχίζει τήν μεταγραφή. ‘Υπάρχουν 

λοιπόν δύο σημεία τό σημεΐον νάναγνωρίαεως καί τό σημείον. - ■ '-""ί ' *
συνδέσεως " ε ίμόνα 1ό49 .

είκ .149 Χημεία άναγνωρέσεωε καί συνδεσΈωε τήε RNA πολυμε— 
_________ ράσηε κατά τήν μεταγραφήν. _______ __________

Καί τά δύο αύτά σημεία είναι Αλληλοδιαδοχές πλούσιες σέ 

ζεύγη Α-Τ πού εύνοοΟν τήν άποσύνδεεητ τών δύο κλώνων του 

DNA. ‘Υπάρχει μία βασική Αλληλουχία βάσεων πού βρίσκεται 

σχεδόν ή  ίδια σέ διαφόρους όποκινητάς καί ή δποία είναι 

ή 5'ΤΑΤ Pu ATG 

3 'ΑΤΑ py TAC

Οί παραλαγές σ'αύτήν τήν Αλληλουχία μπορεί νά σημαίνουν 

διαφόρους ταχύτητας συνδέσεως τής πολυμεράσης μέ άποτέλε



-  2 7 1  -

σμα ώρισμένοι γόνοι νά μεταγράφονται πιό συχνά άπό άλλους, 

(πίνακας 9).

‘β. έναρζις τής συνθέσεως του RNA δέν άρχίζει άκριβώς άπό 

τό σημείο τής ίσχυράς συνδέσεως άλλά 6-7 νουκλεοτίδια πα

ρακάτω. Ή  έναρξη φαίνεται νά άρχίζει μέ μία πουρίνη πού 

εϋναι ή pppG ή ρρρΑ.- Τό δτι σέ μερικές περιπτώσεις ή άρχή 

τοΟ RNA γίνεται μέ πυριμιδίνη ώφείλεται στό δτι τά περισ

σότερα RNA μετά τήν σύνδεσή τους κόβονται άπό ώρισμένες έν 

δονουκλεάσες κατά τά στάδια τής^ριμάνσεως" τού RNA πρίν 

νά χρησιμοποιηθούν γιά περαιτέρω λειτουργία αύτό φαίνεται 

άπό τό δτι τό 5 'άκρο τους δέν περιέχει ρρρ πράγμα πού δειχ 

νη δτι ένα κομμάτι τοΟ RNA άπεκόπη.

RNA Po lym #rai· binding l i t ·  i#qu#nc··\ \
fd TOC T T C TGAC 1 A T A A T A

17 A3 AAGT  A A A C A C G G T A C G A T G

Τ7Α2 A G T A A C A T G C A G T A A G A T  A

LocUV-5 GCT T C CGGC T CG T A T A A T O

lombdo Pf ACC T C T GGC GGT O AT AA T 0

SV40 T T T AT T G C A G C T T AT A A T Q

lombdo Pi A C C A C  T GOCGGT O A T A C T O

f  coli Tyr  tRNA CGT CA T T T GA T A T O A T O

Loc Wlldfyp· GC T T C C G G C T  CG T A T G T  TO

G A C A O O G  T A A A G A C C T G A T T T T T G A  

T A C C A C A  T G A A A C G A C A G T G A G T  CA 

C A A A  T C G  C T A G G T A A C A C T A G C A G  

T G T G G A A  T T G T O A G C G G A T  A A C AA 

G T T G C A T G T A C T A A G G A O G T T G

g t t a c a a  a t a a a g c a a t a g c a t c

A G C A C A  T C A G C A O G A C O C A C  TGAC  

C G C C C  CG CT T C C C G A T  A A G G G A G C A G  

T G T G G A A  T T GT G A G C G G A T  A A C A A

Figure 11-15
RNA polymerase binding site sequences for different viral and bacterial 
DNA's The initially transcribed base is shown in color.

Πίνακας 9. ’Αλληλοδιαχές βάσεων στα σημεία συνδέσεων τήε 
πολυμεράσηζ στο DNA διάφορων ιων και βακτηριδίων, 
'Αναφαίνεται μία αλληλοδιαδοχή, κοέ καρατηρειται 
σταθερά σέ κολλά διάφορα DNA,_____________________

Κατά τήν περίοδο τής έπιμυκήνσεως τής άλύσεως του RNA δ 

παράγων σ άποσπάται άπό τό βασικό ένζυμο Ιον/ γιατί δέν 

έχει κανένα ρόλο νά παίζει στήν περίοδο αύτή 2ον/ γιατί 

ή παρουσία του ένισχύει τήν σύνδεση του ένζύμου μέ τό DNA 

καί έμποδίζει τήν ταχεία αύξηση τής άλύσεως.



-  273  "

7. SJflteirft γιά τή, λείζη τής μεταγραφής

'Εκτός άπό τά σημεία ένάρζεως υπάρχουν καί σημεία πού ση

μαίνουν λείξη της μεταγραφής άλλως ή μεταγραφή θά συνεχι

ζότανε σέ μεγάλα τμήματα του DNA.

Ή  λείξη γίνεται κατά δύο τρόπους Ιον/ άναγνώριση άπό τήν 

πολυμεράση μιας άλληλουχίας βάσεων στό DNA πού σημαίνει 

λείξη, ή άλληλουχία αύτή στό RNA είναι UUUUUU(A) δηλαδή 

ή σειρά βάσεων στό DNA πού σημαίνει λείζη είναι ένα πολυ-Α 

2ον/ υπάρχει ένας πρωτεϊνικός παράγων πού όνομάζεται παρά

γων ρ καί άποτελείται άπό μία πολυπεπτιδική άλυσίδα μορια

κού βάρους,Ζ 50.0QQ,
ι

‘0 παράγων είναι μία πολυμερής πρωτεΐνη φτιαγμένη άπό πολ

λά μόρια τού ρ καί φαίνεται νά άνκχγνωρίζει όπως καί τά πε

ριοριστικά ένζυμα μία άλληλοδιαδοχή στό DNA Τίού νά είναι 

συμμετρική. Δέν γνωρίζουμε άκόμη άν δ ρ δρά ά π ’ευθείας 

στό DNA ή δρά διά συνδέσεώς του μέ τήν RNA πολυμεράση.
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ΠΡΩΤΕΙΝΙΚΗ ΣΥΝΘΕΣΗ 

Πρωτεϊνική σύνθεση καί ρόλος του RNA 

"Οταν τό κεντρικό δόγμα της μοριακής Βιολογίας έγινε γε

νικώς παραδεκτό γύρω στά 1950 δηλαδή ότι ή μεταφορά τής 

πληροφορίας γίνεται άπό τό DNA-> RNA-^πρωτεΐνες υπήρχε ή 

γενική Ιδέα πώς όλα τά RNA είναι RNA καλούπια καί πώς ό

ταν ή δομή τοΟ RNA θά γινότανε γνωστή, άπλή παρατήρησις 

τής δομής του θά άρκοϋσε γιά νά καταλάβουμε πώς χρησιμο

ποιείται σάν μήτρα γιά τήν σύνθεση τών πρωτεϊνών.

Οι έρευνες πάνω στήν πρώτεϊνοσύνθεση στά μετέπειτα χρόνια 

έδειξαν πώς ή ίδέα αότή ήτο μάλλον άφελής καί δ μηχανισ

μός τής πρωτεϊνοσυνθέσεως είναι πολύ πιό πολύπλοκος άπό 

ότι άρχικά είχαμε φαντασθει. *Εξ άλλου σιγά-σιγά άπεδείχ- 

θη ότι τά RNA δέν χρησιμοποιούνται άμεσα σάν μήτρες γιά 

τήν σύνθεση τών πρωτεϊνών καί όλα τά RNA δέν είναι καλού

πια άλλά έχουν καί άλλες λειτουργίες πολλές άπό τίς δποΓες 

έχουν σχέση καί είναι βοηθητικές γιά τήν πρωτεϊνοσύνθεση. 

Δύο κατηγορίες π.χ. άπό RNA παίζουν σημαντικό ρόλο στήν 

πρωτεϊνοσύνθεση καί όπως θά δούμε πρόκειται γιά τά RNA 

μεταφοράς ((transfer RNA) καί τά ριβοσωματικά RNA (riboso- 

mal RNA)

1. RNA μεταφοράς (tRNA)

Τά RNA δέν έχουν ίδιαιτέρα συγγένεια μέ τά άμινοξέα. Οί 

πλάγιες δηλαδή άλύσεις τών άμινοξέων δέν έχουν κανένα λό

γο νά ένώνονται ή νά σχηματίζουν χημικούς δεσμούς μέ τίς 

πουρινικές καί πυριμιδικές βάσεις τών ριβονουκλεϊνικών ό- 

ξέων.

Τά άμινοξέα προσαρμόζονται στό RNA διαμέσου είδικών μο

ρίων πού δρούν σάν προσαρμοστές. Πρίν δηλαδή τά άμινοξέα
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πάρουν τήν όρισμένη σειρά πού έχουν σέ μία πρωτεΐνη ένώ- 

νονται διά ενός μοναδικού δμοιοπολικοΰ δεσμού μέ δρισμέ- 

να μόρια προσαρμοστές πού τούς επιτρέπουν νά συγγενέψουν 

μέ τό RNA καλούπι πού καθορίζει την σειρά πού πρέπει νά 

πάρουν. "Ενα μόνον ένζυμο χρειάζεται γιά νά γίνει αύτή 

ή ένωση ένώ άν οι πλευρικές Αλύσεις των άμινοξέων έπρεπε 

νά Αλλάζουν χημικώς γιά νά συγγενέψουν μέ τό RNA πολλά 

ένζυμα θά χρειαζόντουσαν καί θά έπρεπε μετά νά ξαναφέ- 

ρουμε τά άμινοξέα στην προηγουμένη τους κατάσταση έφ ' όσον 

ή πρωτεΐνη θά είχε σχηματισθεΐ, , .

1.1. - Ειδικά ένζυμα Αναγνωρίζουν κάθε είδικό Αμινοξύ

Δέν υπάρχει Ανάγκη καμμιάς φανερής σχέσεως μεταξύ τΐϊς 

πλευρικές άλύσεως τού άμινοξέως καί τού μορίου πού χρη- 

σιμοποιεΐται σάν προσαρμοστές καί τά δύο αύτά μόρια δη

λαδή Αμινοξύ καί κατάλληλος προσαρμοστές Αναγνωρίζονται" 

άπό μία πρωτεΐνη, ένα ένζυμο πού σάν σκοπό έχει νά Ανα

γνωρίσει Ακριβώς τά σχήματά τους (τρισδιάστατο δομή) καί 

νά προκαλέσει τήν ένωσή τους. *Η πρωτεΐνη-ένζυμο πού χρη

σιμοποιείται γ ι ’ αύτή τήν δουλειά είναι λίαν κατάλληλος 

γιατί ή ένεργός περιοχή της είναι πλούσια σέ ύδρόφιλες 

η υδρόφοβες όμάδες καί δέν είναι δύσκολο ή Αναδιπλωμένη 

πολυπεπτιδικη Αλυσίδα νά παρουσιάζει έγκολπώματα ικανά 

γιά νά Αναγνωρίζουν τήν πλευρική Αλυσίδα ένός άμινοξέως. 

‘Υπάρχουν δμως άμινοξέα πού μοιάζουν πολύ μεταξύ τους 

σ'αύτήν τήν περίπτωση, τό θέμα τίθεται στό έπίπεδο δεσμών 

π.χ. η τυροσίνη μπορεί νά διακριθεΐ Από τήν φαινυλαλανί- 

νη άπό ένα ένζυμο πού νά έχει μία ειδική κοιλότητα καί νά 

περιέχει ένα Ατομο πού νά μπορεί νά σχηματίσει ένα δεσμό 

υδρογόνου μέ τό ύδροξύλιον τής τυροσίνης.
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Ή  ένέργεια γι'αύτόν τόν δεσμό είναι περίπου 4 με 5Kcal/ 

/mole καί είναι Αρκετή γιά νά Αναγκάσει τήν Αναγνώριση 

νΑ γίνη σωστά μέ πιθανότητα λάθους 1:1000. Πιό δύσκολα 

μπορεί νά καταλάβουμε πώς δύο Αμινοξέα πού διαφέρουν με

ταξύ τους μόνον Από μία δμάδα μεθυλίου μπορούν νά ξεχω

ρίσουν γιατί ή δμάς αύτή δέν φτιάχνει ούτε ίονικούς δε

σμούς ούτε δεμούς υδρογόνου. Έ τ σ ι  είναι δύσκολο νά δια- 

κριθουν μεταξύ τους τά Αμινοξέα γλυκίνης καί Αλανίνης 

ώς καί βαλίνης καί ίσολευκίνης. Βέβαια ύπάρχει διαφορά 

στό μήκος τής πλευρικής Αλύσεως,ή Αλανίνη δέν μπορεί νά 

είσχωρήσει στήν κυλότπτα τήν φτιαγμένη γιά μία γλυκίνη 

Αλλά τό Ανάποδο είναι δυνατό δηλαδή ή γλυκίνη νά μπει 

στήν κυλότητα τής Αλανίνης. Ετήν περίπτωση αύτή θά έχου

με μιά χαλαρή σύνδεση καί θά χαθούν οί δυνάμεις Van der 

Waals πού θά έλάμβανον χώρα φυσιολογικά. 01 δυνάμεις αύ- 

τές είναι περίπου 2μέ 3 Kcal/mole καί θερμοδυναμικές 

δχι Αρκετές γιά νά έξηγήσουν τήν Ακρίβεια μέ τήν δποία 

ένα άμινοξύ παίρνει τήν σειρά του μέσα σέ μία πρωτεΐνη. 

Τώρα ύποψιαζόμαστε δτι ή συχνότης λάθους στήν σειρά των 

άμινοξέων είναι 1/1000 μέχρι 1/10000.

Αυτό μας λέει δτι ή ένέργεια πού χρειάζεται γιά νά γίνη 

ή σωστή έκλογή πρέπει νά είναι περίπου 4-5 Kcal/mole 

δηλαδή πολύ μεγαλύτερη Από δτι είναι ή ένέργεια τών δε

σμών van der Waals. Ά ρ α  δ τρόπος μέ τόν δποιο έκλέγονται 

τά άμινοξέα είναι φαίνεται πιό πολύπλοκος. ‘Ως φαίνεται 

καί δπως θά δούμε καί παρακάτω ή τελική έκλογή γίνεται 

σέ περισσότερα Από ένα στάδια έτσι πολλαπλασιάζεται ή 

διαδικασία έκλογής καί φθάνουμε τελικώς νά έχουμε λάθη 

τής τάξεως τών 1/1000 - 1/10000.
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1.2.- Τά μόρια χοϋ προσαρμοστή είναι μόρια RNA.

“Οπως είδαμε μέχρι τώρα μόνον ένα RNA μπορεί νά συνδε

θεί μέ ένα άλλο RNA,λόγω της συμπληρωματικότητος των βά

σεων ,καί νά καθορίσει άκριβώς τήν θέση καί την σειρά ένός 

άμινοξέως, μέ τό όποιο είναι ενωμένο, πάνω στό καλούπι 

πού εϋναι πάλι RNA. "Αρα τά μόρια τοϋ προσαρμοστη εϋναι 

μόρια ειδικών RNA πού δνομάζονται μεταφορικά RNA. Τά με

ταφορικά RNA γιά τά είκοσι διαφορετικά άμινοξέα έχουν 

διαφορετικές δομές καθένα δηλαδή περιέχει μία διαφορετι

κή όμάδα βάσεων γιά τήν ένωση μέ τό καλούπι. Κάθε μετα

φορικό RNA περιέχει περίπου 80 βάσεις καί έχει μοριακό 

βάρος =25.000. Άποτελείται άπό μία άλυσο βάσεων μέ ένα 

3 'καί ένα 5'άκρον. Τό άκρο 3'τελειώνει πάντα σέ μία στα

θερά άλληλοδιαδοχή βάσεων πού εϋναι ή CCA. *Η τελική βά- 

σις στό 5 'άκρο εϋναι συνήθως γουανίνη (είκόνα 150)

Παρ'όλο ότι τά RNA μεταφοράς άποτελοϋνται άπό μίαν μονή 

άλυσο RNA ό μεγαλύτερος άριθμός άπό τίς βάσεις τους σχη

ματίζουν μεταξύ τους δεσμούς ύδρογόνου καί έχουν πολλά 

τμήματα πού σχηματίζουν διπλή έλικα. "Ετσι στά μόρια αυ

τά τοϋ RNA τό ποσόν τής άδενίνης συνήθως πλησιάζει τό 

ποσόν τής ούρακίλης καί τό ποσόν τής κυτοσίνης, τό ποσόν 

τής γουανίνης όπως συμβαίνει καί στό DNA. Ή  σύμπτωση 

αύτή τών βάσεων δέν εϋναι πάντως τέλεια καί μερικά μέρη 

τοϋ μορίου παραμένουν στήν μορφή τής άπλής έλικος καί 

έπιτρέπουν τήν προσωρινή όπως θά δοϋμε ένωση μέ τό καλού

πι .

Στήν άρχή ένομίσθη ότι ή τρισδιάστατος δομή καθενός μετα

φορικού RNA θά ήτο πολύ διαφορετική. Τό εύρημα όμως πώς
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alanine tRNA showing the unusual bases 
and codon/anticodon position. 3* ----------© ( c ) © ---------- 5'mRNA

llnvuiol batei 
Pteudouridine

2 E £  Codon 

Anticodon

I =  Inoiine
UH, =  Oihydrouridin·

T — Ribothymidine 
GMe =  Methyl guanotine 

GMe, =  Dimethyl guanosine 
IMe =* Methy) motine

είκόνα 150.

ένα μίγμα μπορεί vd φτιάξει πολύ κανονικούς τρισδιάστα

τους κρυστάλους άπέδειξε ότι βασικά ένα έκαστο άπό αύτά 

έχει τήν ίδια τρισδιάστατο δομή. Τό 1964 ή πρώτη άλληλο- 

διαδοχή βάσεων ένός μεταφορικού RNA, τού RNA τής άλανίνης 

άπό τούς ζυμομύκητεςtέγινε γνωστή. Τό μεταφορικό αύτό 

RNA είναι εΟδικό γιά τήν άλανίνη καί περιέχει 77 νουκλεο- 

τίδια. Τό χαρακτηριστικό τής άλληλοδιαδοχής αότής είναι 

ότι περιέχει πολλές άσυνήθεις βάσεις (10/77) δηλαδή δια

φορετικές άπό τήν A,GtC καί υ· είκόνα 151.

Οι περισσότερες άπό αύτές τίς άσυνήθεις βάσεις διαφέρουν
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των κανονικών διά τής -παρουσίας μιάς ή. περισσοτέρων με- 

θυλοομάδων. ‘Η μεθυλίωση των βάσεων εΓναι κάτι πού γίνε

ται μετά τήν σύνθεση τού μορίου του t-RNA διά καταλλήλων 

ένζύμων. Οί άλλες άσυνήθεις βάσεις κατά πάσαν πιθανότητα 

θά σχηματίζονται κατά τόν βδιο τρόπο δηλαδή διά ένζυμα- 

τικής μετατροπής άφου γίνη ή σύνθεση τού μορίου τού t- 

-RNA. * Η λειτουργία τών άσυνήθων αύτών βάσεων δέν είναι 

τελείως γνωστή. Φαίνεται όμως πώς ή ύπαρξής τους εχει 

σχέση μέ τήν δυνατότητα σχηματισμού ζευγών. Οι άσυνήθεις 

βάσεις έμποδίζουν τόν σχηματισμό ζευγών άρα έπιδρουν στήν 

διαμόρφωση τής τρισδιάστατης δομής του μορίου γιατί άνά- 

λογα μέ τά σημεία πού έμφανίζονται καθορίζουν τά μέρη τού 

μορίου πού παραμένουν υπό μορφήν άπλής άλύσεως. "Ετσι στά



2 8 0

σημεία αύτά τό μόριο μπορεί νά κάνει δεσμούς μέ τις έ- 

λεύθερες άμινοομάδες καί κετοομάδες πού διαθέτει. Τέτοιοι 

δεσμοί μπορεί νά γίνουν μέ τήν μήτρα ΗΝΑ,μέ τά ριβοσωμα- 

τικά R N A ,μέ τά ένζυμα πού χρησιμοποιούνται γιά νά ενώσουν 

τό t-ΗΝΑ,μέ τό άντίστοιχο άμινοξύ.

1.3. - Τρισδιάστατος δομή των μορίων του μεταφορικού RNA

%Η άκριβής άλληλοδιαδσχή βάσεων τού tRNA δέν έπιτρέπει τήν 

δημιουργία ένός μοντέλου τής τρισδιάστατης δομής του. 

"Οταν δμως περισσότερα t-FNA έγιναν γνωστά στήν πρωτοδιά- 

ταξή τους άνεφάνη ότι περιείχαν κοινές άλληλοδιαδοχές σέ 

πολλά σημεία καί η συγκριτική μελέτη τών μορίων άπέδειζε 

δτι υπήρχε ένας τρόπος νά άναδιπλώνεται ή άλυσος του μο

ρίου έν είδη φύλλων τριφυλίου δηλαδή μέ τρεις θηλειές 

καί ένδιαμέσους σχηματισμούς διπλής έλικος.

Κάθε t-RNA περιέχει τά κάτωθι τμήματα μονής άλύσεως:

Ιον Τό άκρον 3 'πού περιέχει τήν άλληλουχία CCA καί άκο- 

λουθεΐτε άπό άλλα 4 νουκλεοτίδια πού άλλάζουν σέ κά

θε t-KNA. Τό άμινοζύ πάντοτε ένώνεται μέ τό άκρο αύ- 

τό τού t-RNA δηλαδή ατό τελευταίο έλεύθερο νουκλεο- 

τίδιο.

2ον Έ ν  συνεχεία καί μέ φορά 3'— »5' υπάρχει η πρώτη θη- 

λειά πού περιέχει 7 βάσεις πού δέν σχηματίζουν ζεύγη καί 

περιέχουν πάντοτε τήν άλληλοδισδσχή -5' Τ Ψ C G -3'. 

Αύτή ή θηλειά χρησιμεύει γιά τήν ένωση μέ τό ριβοσω- 

ματικό RNA (ριβοσωμάτια).

3ον 'Ακολουθεί μιά άλλη θηλειά πού έχει έκάστοτε άλλο μέ

γεθος.

4ον * Η τρίτη θηλειά περιέχει έπίσης άσύζευκτα 7 νουκλεο-
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τίδια καί τό άντικοδΙκόνιο δηλαδή τρεις βάσεις πού 

θά συναντήσουν τις άνάλογές τους στό καλούπι άγγε

λε ιοφόρου RNA. Τό άντικοδικόνιο περιβάλετε άπό μία 

οόριδίνη καί μία πουρίνη πού έχει ύποστή μεταβολή 

σέ άσυνήθη βάση·

5ον *Η τετάρτη θηλειά περιέχει 8 μέ 10 βάσεις άσύζευκτες 

καί περιέχει πολλές διυδροουριδίνες. Φαίνεται ότι 

χρησιμεύει γιά τήν ένωση μέ τό ένζυμο πού άναγνωρίζει 

καί τό άνάλογο άμινοζύ.

1.4. - Κρυσταλλική δομή τού t-RNA

Τό μοντέλο πού είδαμε μέχρι τώρα δημιουργήθηκε άπό τά δε

δομένα πού είχαμε άπό τήν μελέτη τής πρωτοδιατάζεως τοϋ 

μορίου τοΟ t-RNA; Δέν μας λέει όμως τό t-RNA τι είναι στόχβ- 

ρο δηλαδή τήν άκριβή τριτοδιάταζη* ΓΊ'αύτό χρειάζεται με

λέτη μέ διάθλαση άκτίνων X δηλαδή κρυσταλογραφία τού μο

ρίου. Στήν άρχή νομίσθηκε ότι τό t-RNA δέ θά μπορούσε νά 

παρασκευασθεΐ υπό μορφή κρυσταλλική/ άλλά αύτό διεψεύσθει 

καί τό 1974 ή κρυσταλλική δομή τού t-RNA τή£ φαινυλαλανί- 

νης έγινε γνωστή.

Ευτυχώς δέν άλλαζε πολύ τά ήδη γνωστά όσον άφορά τό σχή

μα πού βγήκε άπό τήν μελέτη τής πρωτοδιατάζεως.

‘Η τρισδιάστατη δομή τού μορίου έχει σχήμα L, εΙκόνα 152 

καί διακρίνουμε:

Ιον Τό άκρον πού δέχεται τό άμινοζύ είναι τό ένα άκρον 

τού L/ ένώ τό άλλο περιέχει τό άντικοδικόνιο.

2ον Οί δύο θηλειές η περιέχουσα τίς βάσεις Τ Ψ C (ριβο- 

σωμάτια) καί τήν πλούσια σέ διυδροουριδίνες άλληλο- 

διαδοχή (ένζυμο άμινοζέων] βρίσκονται στήν γωνία

τού L.
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Figure 12-5
Photograph of a molecular model of yeast 
phenylalanine tRNA. The CCA acceptor 
stem is at the upper right with the anti
codon loop at the bottom. [Reproduced 
from Kim, et al., Science, 185, 435 (1974).]

II

'Υπάρχουν πολλοί δεσμοί υδρογόνου πού υπεισέρχονται 

στην τρισδιάστατο δομή τού μορίου. Οι δεσμοί αυτοί 

γίνονται κυρίως μεταξύ βάσεων πού είναι κοινές σέ δ- 

Κα τά t-RNA καί έτσι προσδίδεται μία τρισδιάστατος 

ΐομή στό μόριο τού t-RNA.

>ι δεσμοί αότοί υδρογόνου πού υπεισέρχονται στην τρισ- 

»ιάστατο δομή δέν είναι μεταξύ των συνήθων ζευγών δη- 

αδή Α-Τ καί G-C, είκόνα 153.

χεδόν δλες οι βάσεις είναι έτσι προσανατολισμένες 

στε νά κολλάνε ή μία μέ τήν άλλη μέ τίς έπίπεδες έ- 

ιφάνειές τους. Τό άντικοδικόνιο στέκεται στήν θέση
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Figure 12-4
The tertiary interactions in yeast phenylalanine tRNA are indicated by 
solid lines connecting bases that are hydrogen bonded, (a) Conventional 
doverleaf configuration, (b) Sequence rearranged to illustrate the dose 
interaction between the Ti^C and D loops. [Reproduced from Kim, et ah . 
Science IBS, 435 (1974).)

του κυρίως μέ δεσμούς ϋδρογόνου άλλά έχει μία σχετική

εύχέρεια προσανατολισμού πού τό κάνει νά μπορεί νά ε£-

ναι εύέλικτο κατά την ένωσή του μέ τό καλούπι είκ. 154

A schematic diagram illustrating the hydro- 
phobic stacking interactions between the 
nucleotides of yeast tRNAphe. Full stacking 
and partial stacking are indicated. In this 
orientation the anticodon is at the bottom, 
the CCA acceptor stem is at the upper 
right, and the Ti//C loop is shown at the 
upper left comer. Where adjacent stacking 
nucleotides are connected by a ribose- 
phosphate chain, the linkage is noted by a 
thin line. The heavy solid lines attached to 
the nucleotide symbols represent in sche
matic fashion the purine or pyrimidine 
bases, while the hydrophobic interaction 
is indicated by the blocks between the 
bases. The connectivity of the molecule is 
indicated only by the numbering scheme. 
This accounts for the fact that many nu
cleotides appear to be unconnected. Bases 
not involved in stacking (bases 16, 17, 20, 
47) are omitted from the figure. [Redrawn 
from Kim, et ah, Proc. Nat. Acad. Sci.f 71, 
4970 (1974).)

W C
ΰ
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1.5. - "Ενωση του ένζύμου μέ τό άμινοξύ καί τό t-RNA 

* Η ένοχης μεταξύ της 3'άδενοσύνης καύ τού άμινοξέως είναι 

ένας ομοιοπολικός δεσμός μεταξύ του καρβοξυλίου τοϋ άμι- 

νοξέως καύ της τελικής ριβόζης τού RNA.

‘Η χρησις του καρβοξυλίου γιά τήν ένωση αύτή είναι δικαιο

λογημένη γιά πολλούς λόγους:

Ιον Πρύν τό καρβοξύλιο χρησιμοποιηθεί γιά τόν σχηματισμό 

ενός πεπτιδικου δεσμού τό μόριο του προσαρμοστού δη

λαδή τό t-RNA πρέπει νά έλευθερωθει. "Ετσι δ σχημα

τισμός τοϋ δεσμοϋ αύτοϋ καί ή Απελευθέρωση τοϋ t-RNA 

συντον ύ ζονται.

2ον ‘Ο δεσμός αύτός είναι ύψηλής ένεργείας καί έπιτρέπει 

έτσι νά γίνει δ πεπτιδικός δεσμός μέ κατανάλωση τής 

ένεργείας τοϋ σπασίματος τοϋ πρώτου αύτοϋ δεσμοϋ.

*Η ένέργεια γιά νά γίνει δ δεσμός άμινοξύ-t-RNA δί

δεται άπό τό ΑΤΡ πού μετατρέπεται σέ ΑΜΡ μέ έλευθέρω- 

ση ένός πυροφωσφορικοϋ καί μέ κατάλυση άπό τό ένζυμο 

πού άναγνωρίζει κάθε άμινοξύ,τήν "άμινοακυλοσυνθετάση 

Σχηματίζεται έτσι κατ’άρχάς ένα άμινοξύ ένεργοποιημέ- 

νο, τό άμινο-ακυλο-αδενυλικό δξύ,είς τό δποϊο τό καρβο- 

ξύλιο τοϋ άμινοξέως είναι ένωμένο μέ ένα ΑΜΡ 

άμινο άκύλ
ΑΑ + ΑΤΡ συνθετΑ^  Α Α ~ Α Μ Ρ  + Ρ ~ Ρ  

Τό ένδιάμεσο αύτό προϊόν άμινοακυλοαδενυλικό όξύ παρα

μένει ίσχυρά συνδεδεμένο μέ τό ένζυμο καί ψάχνει γιά 

νά βρει τό κατάλληλο t-RNA γιά νά μεταφερθεϊ είκ. 155 

Τότε τό ίδιο ένζυμο μεταφέρει τό ένεργοποιημένο άμι

νοξύ στό 3 'άκρο τοϋ κατάλληλου t-RNA

άμινο άκύλ

Α Α — ΑΜΡ + t-RNA ^  —  ΑΑ —  t-RNA + ΑΜΡ
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Activation of an amino acid by ATP. and 
its transfer to the CCA end of its specific 
tRNA adaptor.
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Βλέπουμε έπομένως πώς τό ένζυμο είναι. Ικανό νά Αναγνωρί

ζει ένα άμινοζύ καί τόν προσαρμοστή του t-RNA στόν όποιο 

τό μεταφέρει. Τό ένζυμο γιαυτό τό λόγο πρέπει νά έχει δύο 

ένεργά κέντρα: "Ενα πού νά Αναγνωρίζει τό άμινοζύ καί ένα 

νά Αναγνωρίζει τό t-RNA.

Τό t-RNA έζ άλλου έχει καί αύτό δύο σημεία ένεργά γιά ά- 

ναγνώρηση: "Ενα γιά τό κατάλληλο ένζυμο καί ένα γιά τήν 

μήτρα πού λέει σέ πιά σειρά θά είσέλθει στήν πρωτεΐνη τό 

άμινοζύ. ,

Τό άμινοζύ έπομένως ποτέ δέν έρχεται σέ άμμεσο έπαφή μέ
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τό καλούπι Αλλά μόνο μέσον τοϋ προσαρμοστή δηλαδή του 

t-RNA. Κλθε κύτταρο χρειάζεται» τό όλιγότερο 20 t-RNA, κα

θένα είδικό γιά ένα άμινοξύ. Στήν πραγματικότητα όμως έ

χουμε περισσότερα άπό 20 t-RNA γιά τά 20 Αμινοξέα. Αύτό 

σημαίνει πώς γιά ένα καί τό αύτό άμινοξύ μπορεί νά υπάρ

χουν περισσότερα τοϋ ενός t-RNA. Αύτό συμβαίνει γιατί ό 

γεν ετικός κώδικάς είναι έκφυλισμένος, υπάρχουν δηλαδή 

περισσότερα τοϋ ενός κωδικόνια πού σημαίνουν τό ίδιο 

άμινοξύ. 'Επειδή όμως ή Αλληλουχία τοϋ Αντίκωδικόνίου εί

ναι διαφορετική άπό τήν Αλληλουχία πού Αναγνωρίζει τό ένζυ 

μο δέν χρειάζεται νά υπάρχουν καί περισσότερα άπό 20 ένζυ 

μα. Έ τ σ ι  ένα ένζυμο μπορεί νά ενώνει δύο ή περισσότερα 

t-RNA πού έχουν τήν D θηλειά ίδια καί διαφέρουν ως πρός 

τήν θηλειά τοϋ Αντίκωδικόνίου τους.

1.6. - 'Ακρίβεια τοϋ σχηματισμού τοϋ ΑΑ - t-RNA 

Τό πώς ή άμινοακυλοσυνθετάση έκλέγει μέ Ακρίβεια Αμινοξέα 

πού διαφέρουν λίγο μεταξύ τους Αποτελούσε ένα πρόβλημα. 

Πειράματα πού έγιναν πάνω σ'αύτό τό πρόβλημα μέ τά άμινο- 

ξέα βαλίνη καί ίσολευκίνη έδωσαν μία Απάντηση. Τά άμινο- 

ξέα αύτά διαφέρουν μεταξύ τους μόνο κατά ένα μεθύλιο καί 

έτσι ή διαφορά πού προκύπτει σέ ένέργεια συνδέσεως στό 

ένζυμο είναι μόνον 2-3 Kcal/mole δηλαδή Αρκετά μικρά 

γιά νά μπορέσει νά γίνει σαφής διαχωρισμός άπό τό ένζυμο 

των δύο άμινοξέων. Πράγματι άν πάρουμε τό ένζυμο ίσολευ- 

κινο- συνθετάση καί τό βάλουμε σέ ένα διάλυμα πού περιέ

χει στήν αύτή μοριακότητα βαλίνη καί ίσολευκίνη βλέπουμε 

δτι σχηματίζονται 100 φορές περισσότερες ένώσεις μέ ίσο

λευκίνη παρά μέ βαλίνη. είκόνα 156.
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Ά ρ α  η δυνατότης λάθους άνέρχεται σέ 1:100 πράγμα πού εί

ναι πολύ μεγάλη. Παρ'δλα ταϋτα έάν τά ένεργοποιημένα κα

τά λάθος μόρια βαλίνης προστεθουν στό t-RNA τής ίσολευκί- 

νης παρατηρούμε ότι τό μεγαλύτερο ποσό άπό αύτά δεν μετα- 

φέρεται στό t-RNA. 'Αντίθετα κατά την μεταφορά σπάει ό 

δεσμός με τό ένζυμο καί ή. βαλίνη χωρίς νά ενωθεί μέ τό
✓

t-RNA ελευθερώνεται, *Η δυνατότη,ς λάθους είναι έδώ 1:100 

δηλαδή μία μόνον βαλίνη στις 100 ενώνεται μέ τό t-RNA ί- 

σολευκίνης. "Αρα τό λάθος έλαττώνεται σ ’αύτό τό δεύτερο 

στάδιο γιά άκόμη 1:100 καί τό ολικό λάθος είναι τί\ς τάζεως 

τού 1:10.000 πράγμα πού δείχνει τελικά 0Tt ή. άκρίβεια εί

ναι άρκετά μεγάλη.

2. - Ριβοσωμάτια.

“Οταν τά άμινοζέα ένωθούν μέ τά άντίστοιχα t-RNA πηγαίνουν 

επάνω στά ριβοσωμάτια πού είναι σφαιρικά σωματίδια στήν 

έπιψάνεια των όποιων γίνεται ή σύνθεση, τών πρωτεϊνών. Πρω- 

τεϊνική σύνθεση στό κυτταρικό διάλυμα δεν γίνεται ποτέ έν 

άπουσία τών ριβοσωματίων. Τά σφαιρικά αυτά σώματια χρησι

μεύουν λοιπόν γιά νά φέρουν σέ έπαφή μεταζύ τους τά διάφο

ρα μόρια πού ύπεισέρχονται στήν πρώτεινοσύνθεση δηλαδή τό
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άμινοζύ μέ τό t-RNA του,τό άγγελειοφόρο νουκλεΐνικό ό£ύ 

καί την πεπτιδική άλυσο πού σχηματίζεται.

‘Υπάρχουν περίπου 15.000 ριβοσωμάτια στό βακτηρίδιο Ε. 

coli καί κάθε ένα έχει περίπου μοριακό βάρος 3.000.000.

Τά ριβοσωμάτια άντιπροσωπεύουν περίπου τό 1/4 τίϊς μάζης 

του βακτηριδίου άρα η κυρία έργασία τού βακτηριδίου ό

πως καί άλλων κυττάρων είναι νά φτιάχνουν πρωτεΐνες. ‘Η 

ταχύτης της πρώτεϊνοσυνθέσεως είναι μεγάλη. Ή  σύνθεση 

μιας πολυπεπτιδίκης άλύσεως 40.000 MW γίνεται περίπου σέ 

10" . Μόνο μία πολυπεπτιδική άλυσος παράγεται άνά ριβο- 

σωμάτιο, έλευθερώνεται καί μπορεί νά άρχίσει μία καινούρ

για σύνθεση. Τά ριβοσωμάτια άποτελοΟνται άπό δύο ΰπομο-

νάδες μέ σταθερά καθιζήσεως (μονάδες svedberg)30 καί 50S.

είκόνα 157
The structure of the E. coli ribosome. It is usually called the 70-S ribo
some since 70S (Svedbergs) is a measure (the sedimentation constant) of 
how fast this ribosome sediments in the centrifuge. Likewise, the des
ignations 30S and 50S are the sedimentation constants of the smaller and 
larger ribosomal subunits; 16S and 23S are the sedimentation constants 
of the smaller and larger ribosomal RNA molecules. All bacterial ribo
somes have sizes similar to those of £. coli, possessing 30-S and 50-S 
subunits, in higher organisms (including yeast, etc.), ribosomes are 
somewhat larger (80S), with 40-S and 60-S subunits. For convenience 
below, we shall use 30S to designate all smaller particles and 50$ for 
larger particles.

5S ribosomal 
RNA
(M.W.4X10*)

23S ribosomal 
RNA
(M.W.-1.2X101)

20oA

(M.W.-2.7X10*)

16S ribosomal RNA 
(M .W .-0 .6 X  10*)

' 34 specific ribosomal 
proteins

~~ 21 specific ribosomal 
proteins

Ol ύπομονάδες αύτές περιέχουν τόσο πρωτεΐνες όσο καί ρι-

βοσωματικόν RNA σέ ένα λόγο RNA πού είναι γιά τηνπρώτεtναι

E.coli 2:1. Σέ άλλα κύτταρα ό λόγος αύτός είναι 1:1 δη-
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λαδή πολύ περισσότερες πρωτεΐνες (εύκαρυωτικά κύτταρα),

Οι πρωτεΐνες τοΟ ριβοσωματίου έχουν δομικό ρόλο κυρίως 

(δεν είναι ένζυμα). ‘Υπάρχουν στήν μικρή ύπομονάδα 30S 

21 πρωτεΐνες πού έχουν άπομονοθεΕ καί 34 πρωτεΐνες στήν 

μεγάλη ύπομονάδα. Κάθε μία άπό τίς πρωτεΐνες αύτές παρα

τηρεί τα ι μόνον μία φορά σέ κάθε ριβοσωμάτιο. Τά ριβοσωμα

τικά ΕΝΑ είναι τό 16S ριβοσωματικό RNA τής μικρής ύπομο- 

νάδας καί τό 23S καί 5S τής μεγάλης ύπομονάδος μέ άντί- 

στοιχα μοριακά βάρη 16S= 0,6 X 10^ , 23S = 1,2 X 10^ 

καί 5S = 4 X ΙΟ4 , (εικόνα 157)

Είναι δυνατόν νά άποσυνδέσουμε τίς πρωτεΐνες άπό τό ριβο

σωματικό RNA καί νά τίς ζαναβάλουμε μαζί δπότε ή ύπομονά

δα 30S ζανασχηματίζεται καί έζακολουθεΕ νά είναι ένεργός 

γιά τήν πρωτεΐνική σύνθεση.. Τά πειράματα άνασυνδέσεως εί

ναι πολύ σημαντικά γιατί μάς έπιτρέπουν νά κάνουμε άνα- 

συνδέσεις μέ έλλειψη π,χ. μεάς πρωτεΐνης καί νά δούμε 

πιά ή χρήση μιάς έκάστοτε τών πρωτεϊνών τών ριβοσωμάτων, 

εί^ όνα _15 8.
Ε . c o f i  30S ribosomal subunit treated 
with urea and salts yields 21 
different protein subunits. Treatment 
with phenol enables the 16$ RNA 
molecule to be isolated. 30S

Fractionation

· ·  · ·
21 different protein subunits 16S RNA molecule

Hie different proteins Reconstitution

m

can be visualized 
directly using poly
acrylamide gel 
electrophoresis and

Mixing both the 21 different 
proteins and 16S RNA at 
37°C in a high potassium 
chloride concentration yields 
30S ribosome subunits which

J

shown to be identical in both

' είκόνα 158
Reconstitution of the 30S ribosome from a 
mixture of 21 specific ribosomal proteins 
and a 16S rRNA molecule.

normal and reconstituted 
30S subunits. Each band 
represents one or more 
of the different proteins.

are fully functional in
protein synthesis.

305
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3. - Άγγειλιοφόρο RNA - mRNA

“Οταν έγινε γνωστό πώς τά ριβοσωμάτια παίζουν ρόλο στήν 

πρώτε'ίνοσύνθεση ένομίσθη. ότι τό ριβοσωματικό RNA ήτο τό 

καλούπι γιά τήν πρωτεϊνοσύνθεση. Ένομίζαμε τότε πώς ό

λο τό RNA τοΟ κυττάρου ύπάρχει στά ριβοσωμάτια καί τό 

RNA πού ήταν έλεύθερο στάκύτταρα ήταν προϊόν κατασκευής 

των ριβοσωμάτων καί επομένως ptβοσωματικό RNA.

Τό ποσόν τοΟ ριβοσωματικού RNA άποτελεΐ τό 80% τοΟ κυτ

ταρικού RNA. Γρήγορα όμως άπεδείχθει ότι τό ριβοσωματικό 

RNA δέν έπαιζε κανένα ρόλο μήτρας άπλώς χρειάζεται γιά 

τήν δημιουργία τών ύπομονάδων τού ριβοσώματος.

Τό 1956 εύρέθη τό t-RNA καί τό 1960 μάθαμε γιά τό άγγε

λε ιοψόρο m-RNA. *Η άνακάλυφις τοΟ άγγελειοφόρου RNA (m- 

RNA) έγινε μετά άπό πειράματα μέ τόν φάγο Τ 2 τοϋ κολοβα

κτηριδίου ( Volkin καί Astrachan). "Οταν δ φάγος είσέλθει 

στό μικροβιακό κύτταρο πρέπει νά φτιάξει m-RNA γιά τήν 

σύνθεση τών πρωτεϊνών τού ίοΟ. Παρετηρήθη τότε ότι νέον 

ριβοσωματικό RNA δέν παρήγετο στά κύτταρα ούτε καινούργια 

ριβοσωμάτια άρα δ ίός χρησιμοποιούσε τά παλαιά ριβοσωμά- 

τια τού κυττάρου γιά νά φτιάξει τήν πρωτεΐνη του, καί έ- 

πομένως τό ριβοσωματικό RNA δέ μπορούσε νά είναι ή μήτρα 

γιά τήν πρώτείνοσύνθεση.

Έξ'άλλου άνευρέθει ότι τό νεοσυνθετόμενον RNA δέν δμοιά- 

ζει μέ τό RNA τού βακτηριδίου όσον άφορα τήν σύσταση σέ 

βάσεις άλλά μέ τό RNA τού φάγου (ή δμοιότης άφορα τήν σύ

νθεση σέ βάσεις τού m-RNA). 'Επίσης τό RNA αύτό δέν είναι 

σταθερό γρήγορα δηλαδή παράγεται καί καταστρέφεται καί 

μπορούμε νά τό δούμε μόνο μέ βραχείας διαρκείας ίχνηθέ- 

τηση . "Ετσι βρέθηκε μέ έπόμενα πειράματα τό m-RNA σέ
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κύτταρα μολυσμένα μέ ιούς καί κατόπιν στά φυσιολογικά · 

κύτταρα.

Τό m-RNA πρέπει νά έχει τούς κάτωθι χαρακτήρας (στά βα

κτηρίδια καί ίούςί .

1. Νά είναι ριβοπολυνουκλεοτίδιο

2. Νά έχει μεγάλη έτερογένεια μεγέθους -5 X 1C? MW (για

τί οι πρωτεΐνες είναι ετερογενείς).

3. ‘Η σύνθεση σέ βάσεις νά Αντικατοπτρίζει τήν σύνθεση 

σέ βάσεις του όλικοϋ DNA του κυττάρου.

4. Νά βρίσκεται σέ κάποια στιγμή πάνω στά ριβοσωμάτια 

γιατί έκει γίνεται ή πρωτεϊνική σύνθεση.

5. Νά έχει ταχείάν ήμισίαν ζωή (turnover) ίβακτηρίδια -3 ') 

εικόνα _159

Τό m-RNA ένώνεται μέ τήν μικρή ύπομονάδα τοϋ ριβοσώματος 

κατά Αντιστρεπτό τρόπο. Είναι δυνατόν δηλαδή όπό δρισμένας 

συνθήκας (έλάττωσις τής συγκεντρώσεως των ίόντων flg++) 

νά Απελευθερώσουμε τό m-RNA χωρίς νά καταστραφοΟν τά ριβο- 

σώματα.

Σέ Αντίθεση μέ τά ρι βοσωματικά καί τό μεταφορικό RNA τά 

m-RNA δέν έχουν καθορισμένο μήκος. Αύτό είναι εύνόητο για

τί οι πρωτεΐνες έχουν διαφορετικά μοριακά βάρη. 01 μικρές 

πρωτεΐνες έχουν τουλάχιστον 100 άμινοξέα, "Αρα περίπου 300 

νουκλεοτίδια στό m-RNA, ‘Υπάρχουν όμως έκτός Από τήν δια

φορά στόν Αριθμό τών άμινοζέων καί άλλοι λόγοι πού κάνουν 

νά διαφέρει τό μέγεθος τοΟ άγγελειοφόρου. Κάθε άγγελειο- 

φόρο περιέχει μία 5 'όδηγόν Αλληλοδιαδοχή, (leader sequence) 

ή όποια παραμένει άμετάςοραστος καί παίζει ρόλο στήν ρύθμι

ση τής πρωτεϊνικής συνθέσεως. ‘Υπάρχουν δδηγοί άλληλοδια-
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Tube number

ε ικ ό ν α  159 . Πείραμα άυοχυεόσεων τοΟ mRNA δ ιά  ραδοεργοΟ σημάν
σεων του βασιζόμενο στον ταχύ χρόνο ήμοσεοαν ζωής του 
( t u r n o v e r ) .  Κατόχου σημάνσεων γοά 5 " μ έ  ούρακόλη σπάσιμο 
των κυττάρων καό φυγοχεντρηση σέ κλίση πυκνότητον σαχχα- 
ρόζην παρατηροϋμε τόν ρ α δ ιεν έρ γ ε ια  και ττίν οπτικά πυκνό -  
τητα κατά μάχον τοΟ g r a d ie n t ,  Μετά την 30S ύπομουάδα των 
ριβοσωματιων ποό καταγράφεται από τάν οπτική πυκυόητα πα- 
ρ α τ η ρ ε ΐτ α ι  ρ α δ ιεν έρ γ ε ια  ποό ο φ ε ίλ ετ α ι στά μόροα τοΟ ταχέων 
συυθετομένου mRNA ( I ) .  ’ Εάν επωάσουμε τά μοχρόβοα μετά τά 
5 "σημάνσεων γοά 1 5 'παρουσία μά ραδιευέργοΟ ούρακόλην ή 
ρ α δ ιε ν έ ρ γ ε ια  έξαφ ανόζεται άπό τό mRNA λόγω καταστροφήν του 
καό περυάεο στά ροβοσωματοκά RNA των ύπομονάδων 30 καό 50S 

_______________ ποό σημαόνουνταο ποό αργά ( I I ) . _____________________________________________

δσχαί διαφόρου μήκουο π.χ, m-RNA γαλακτόζτκ 26 βάσεις καό 

m-RNA τρυπτοφάνης 150 βάσεις. Σττ\ν Ε. coll τό μέσον μέ

γεθος m-RNA περιέχει τόν κώδικά γεά πολυπεπτόδια άπό 

300-500 άμινοξέα καί έχει μήκος 1.000 έως 2.000 νουκλεο- 

τίδοα. ‘Υπάρχει καί άλλος λόγος άνομοιογένειας στό μέγε

θος του m-RNA. Στήν E.coli ύπάρχουν πολυσιστρονικά άγγε

λε ιοφόρα m-RNA πού περιέχουν δηλαδή περισσότερα τοΟ ένός 

πολυπεπτίδια σέ ένα κοινό μόριο.
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Μεταξύ τους υπάρχουν πολύ δδηγοί άλληλοδιαδοχής πού δέν 

μεταφράζονται δπως ol leader Sequences στήν άρχή των άγ- 

γελειοφόρων π.χ. τό m-RNA πού καθορίζει τήν σύνδεση των 

ένζύμων πού ύπεισέρχονται στόν μεταβολισμό της ίστιδίνης 

περιέχει 12.000 νουκλεοτίδια mw z 4,000.000.

4. - Δομή καί λειτουργία ριβοσωματικών ΕΝΑ 

"Οσον άφορά τό μέγεθος, δύο είδη ριβοσωματικοϋ RNA έχουν 

άπομονωθει στά ριβοσώματα των βακτηριδίων. Τά ριβοσωματι

κά RNA δέ μπορούν νά άπομονωθούν άπό τά ριβοσωμάτια δπως 

τό m-RNA άφίνοντάς τα άθικτα. 'Αντίθετα η άπομόνωσή τους 

προκαλεί τήν καταστροφή τής δομής των σωματιδίων των ρι- 

βοσωμάτων. *Η μικρή ύπομονάς τών ριβοσωμάτων 30S περιέχει 

ένα ριβοσωματικό RNA 16S μέ μοριακό βάρος περίπου 0,6Χΐί , 

ένώ ή μεγάλη ύπομονάς περιέχει ένα 23S μόριο μέ μοριακό 

βάρος 1,2X10^. *Η μεγάλη ύπομονάς περιέχει επίσης καί ένα μικρό 

RNA τό RNA 5S. "Ολα τά ριβοσωματικά RNA είναι μονόκλωνα καί περιέχουν 

διαφορές στήν σύσταση τών βάσεων. Ή  τρισδιάστατος δομή 

τους όμως εϋναι πολύπλοκος καί σχηματίζουν πολλά τμήματα 

διπλής άλύσεως έναλασσόμενα μέ τμήματα μονής ά,λύσεως δπως 

καί τά t-RNA. ‘Η τρισδιάστατος δομή, τους δμως δέν είναι 

τόσο γνωστή δπως ή δομή τού t-RNA γιατί είναι πολύ πιό 

μεγάλα καί πολύπλοκα μόρια καί δέν κατορθώνεται δ σχηματι

σμός απλών κρυστάλλων γιά νά γίνη μελέτη με διάθλαση ά- 

κτίνων X. Τά αύτά προβλήματα παρουσιάζει άκόμη περισσότε^ 

ρο ή μελέτη τής τρισδιαστάτου δομής τών m-RNA. Ό  μόνος 

τρόπος γιά μελέτη τής δομής τών ριβοσωματικών RNA παραμέ

νει ή μελέτη τής πρωτοδομής τους καί αύτή δμως είναι δύ

σκολη νά γίνη γιατί ή άλυσος είναι πολύ μεγάλη, Παρ'δλα 

αύτά έχει ήδη συμπληρωθεί ή μελέτη άλληλοδιαδοχής βάσεων
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του 16S RNA καί πλησιάζει νά γίνη γνωστή καί αυτή του
r

23S RNA. * Η πρωτοδομή αύτή δείχνει πολλά σημεία που μπο

ρούν νά σχηματίσουν άναδιπλώσεις του μορίου (hairpin 

loops).

Μέχρι πρό τίνος δέν ξέραμε καθόλου γιατί υπάρχουν ριβο

σωματικά RNA στά ριβοσωμάτια καί δχι μόνο πρωτεϊναι τώρα 

πιστεύουμε πώς τμήματα άπλών άλύσεων των r-RNA χρησιμεύουν 

γιά νά άναγνωρίσουν τμήματα του t-RNA καί του m-RNA.

"Ενα τμήμα του r-RNA κοντά στό 3 'άκρο του χρησιμεύει γιά 

νά κάνει μία προσωρινή ένωση με τό m-RNA, τό τμήμα αύτό 

είναι γνωστό σάν ριβοσωματικό προσδετικό τμήμα του m-RNA 

πού βρίσκεται κοντά στό τμήμα "ένάρξεως" τής μεταφράσεως. 

Αυτά δέν έξηγοϋν πάντως πλήρως, τούς λόγους τής ύπάρξεως τών ρι- 

βοσωματικών RNA φαίνεται δέ πώς οΐ ύπόλοιπες μονοδιάστα

τες δομές τοϋ m-RNA χρησιμεύουν Υΐά νά κάνουν ενώσεις μέ 

πρωτεΐνες p l βοσωματικές καί έτσι νά κρατάει μία ορισμένη 

δομή στά ριβοσωμάτια, παρέχοντας ένα δομικό σκελετό.

Τόσο τά ριβοσωματικά RNA όσο καί τά RNA μεταφοράς παράγο- 

νται άπό τό DNA τοϋ κυττάρου όπου εύρίσκονται. ‘Ενώ στήν 

άρχή ϋπήρχε ή ίδέα πώς τά RNA αύτά μιά καί έχουν ειδική 

λειτουργία στήν πρωτεϊνική σύνθεση καί ύπάρχουν σέ πάρα 

πολλά άντίτυπα μέσα στό κύτταρο θά πρέπει νά παράγονται 

δ ι ‘αύτοδιπλασιασμου δηλαδή τό ίδιο τό RNA νά χρησιμεύει 

σάν καλούπι γιά τήν σύνθεσή του, άπεδείχθει μέ πειράματα 

υβριδοποιήσεως πώς υπάρχουν ειδικοί γόνοι στό DNA γιά τήν 

σύνθεσή τους.

"Αν θερμάνουμε τό DNA στούς 100 βαθμούς καί τό ψύξουμε 

κατόπι βαθμιαίως παρουσία των ριβοσωματικών RNA ή τών t- 

RNA δημιουργουνται υβρίδια RNA-DNA τά όποια είναι καί εί-
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δικά γιά κάθε κύτταρο δηλαδή τό DNA ενός είδους κυττάρων 

δέν δίδει υβρίδια μέ τό RNA άλλου είδους.

"Εκείνο τό όποιο πρέπει νά έπισημάνουμε είναι ότι ένώ τά 

δύο RNA τό ριβοσωματικό καί τό RNA μεταφοράς άποτελοΰν τό 

98%, των RNA τοϋ κυττάρου μόνον 1%, του DNA χρησιμεύει γιά 

τήν παραγωγή τους πράγμα πού σημαίνει πώς ό άριθμός των 

γόνων είναι σχετικά μικρός άλλά έργάζεται συνεχώς γιά πα

ραγωγή αύτών των RNA.

Επίσης ή διαφορά αύτή εξηγείται καί μέ τό ότι τά RNA αύτά 

είναι σταθερά καί δέν παράγονται γιά νά καταστραφοϋν λίγο 

άργότερα όπως τά m-RNA.

Τόσο τά ρι βοσωματικά RNA όσο καί τά RNA μεταφοράς δέ παρά- 

γονται άπό τά DNA υπό τήν τελική μορφή Οπό τήν όποια εύρί- 

σκονται στίς θέσεις λειτουργία τους δηλαδή στό κυττόπλα- 

σμα.

Αντίθετα τά RNA αύτά στόν πυρήνα του κυττάρου παράγονται 

υπό μορφήν προδρόμων μορίων πού είναι πολύ μεγαλύτερα. 

"Ετσι’ τά δύο ριβοσωματικά RNA τό 16 καί τό 23S παράγονται 

άπό ένα πρόδρομο 30S RNA τό όποίο κόβεται κατόπι άπό εί- 

δική ριβονουκλεάση σέ ένδιάμεσες μορφές 17S καί 25S καί 

τελικώς στά ώριμα μόρια 16S καί 23S.

* Η μεταγραφή άρχίζει μέ τό 16S καί τελειώνει μέ τό 23S 

καί σέ κάποιο σημείο του μορίου 30S ϋπάρχει καί μία θέση 

γιά τό 5S. Τά μεταφορικά t-RNA καί αύτά παράγονται ύπό 

μορφή προδρόμων μορφών, άλλα άπό αύτά παράγονται σάν 

μεγαλύτερα μόρια (- 40 βάσεις μεγαλύτερα}, άλλα παράγονται 

σάν πολύ μεγαλύτερα μόρια περιέχοντα διάφορα t-RNA τό κα

θένα ούτως ώστε μέσα στό κύτταρο, ή συγκέντρωση τού κάθε- 

νός t-RNA νά είναι όμοία.
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Στό DNA της E.coli μόνο ένας γόνος υπάρχει γιά κάθε ένα 

t-RNA άντίθετα περισσότεροι γόνοι υπάρχουν σέ διάφορα 

σημεία του χρωματοσώματος γιά την παραγωγή τών r-RNA.

‘Η χρήση του DNA πρός παραγωγή r-RNA καί t-RNA μάς λέει 

καί ένα άλλο πράγμα ότι δηλαδή όλοι οι γόνοι στό DNA δεν 

καθορίζουν πρωτεΐνες,υπάρχουν δηλαδή καί γόνοι πού καθο

ρίζουν άπλώς RNA.

Στά εύκαρυωτικά κύτταρα τά ριβοσωματικά RNA παράγονται 

στά νουκλεόλια τού πυρήνος. Τά νουκλεόλια σχηματίζονται 

άπό τόν νουκλεολικό όργανωτή ένός ή περισσοτέρων χρωματο

σωμάτων καί έκει παράγονται τά r-RNA καί ένώνονται μέ τίς 

πρωτεΐνες τών ριβοσωμάτων γιά νά παράγουν τά προριβοσωμά- 

τια. Οί γόνοι τών r-RNA εύρίσκονται μαζεμένοι σέ

ώρισμένα σημεία δημιουργόντας (clusters) γονιδιακά συγκρο

τήματα.

Τά συγκροτήματα αύτά άποτελούνται άπό ένα σιωπηρόν τμήμα 

του DNA πού δέν μεταγράφεται (spacer) καί άκολουθει τό 

μεταγραφόμενο τμήμα μέ τούς δύο γόνους του 18S καί 28S 

RNA πού έδώ παράγονται υπό τήν μορφήν ένός προδρόμου τοΟ 

45S. είκόνα 160. 161.

Τό 5S ΚίΙΑπαράγεται χωριστά καί δέν βρίσκεται μαζί μέ τό 

28 καί 18S. Τά t-RNA έχουν περισσοτέρους γόνους γιά κα

θένα άπό αύτά καί σχηματίζουν έπίσης συγκροτήματα (clus

ters) χωριζόμενα μεταξύ τους άπό σιωπηρούς γόνους τά (spa

cers) . είκόνα 1 60.

‘Ο σχηματισμός τών ριβοσωμάτων γίνεται κατά στάδια. 01 

πρωτεΐνες άρχίζουν νά ένώνονται μέ τό ριβοσωματικό RNA 

κατά τήν διάρκεια τής συνθέσεώς του. Στήν άρχή σχηματί

ζονται πρόδρομα ριβοσωμάτια περιέχοντα τά πρόδρομα RNA.
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εικόνα 160 

(a)
18S 28S Spacer D N A

1.5 Η 0 .6Η 3.0 ' 3.2

8.8 X 106--------

Spacer D N A 5 S — |
0.45 ' 0.05

, ο ft υ ί ο 6
tR N A

precursor

1-----  -----
Spacer D N A 1 tR N A

1 t ------ 1
~ 0 .45 0.03

------------------------------------ :-------0.5 X ΙΟ 6 -------------

Figure 2-15* Repeating units for rRNA and tRNA. Numbers indicate approximate 
molecular weights of RNA. (a) Schematic diagram of one repeating unit of rRNA  genes 
from X enopas laevis. The 18S and 28S gene regions are denoted by heavy lines. These 
genes are co-transcribed as a 45S precursor, which is processed before transport to the cy
toplasm (see Essential Concept 5-11). (b) Schematic diagram of one repeating unit of 5S 
rRNA genes from Xenopus laevis. (c) Schematic diagram of a tRNA gene repeat unit of 
Xenopus laevis. [Parts (a) and (b) adapted from D. Brown and K. Sugimoto, C o ld  Spring  
H arbor Sym posia on Q uantitative B iology 38,501, 1973. Part (c) adapted from S. Clar
kson and M. Bimstiel, C o ld  Spring H arbor Sym posia on  Q uantitative B io logy  38,451, 
1973.]

* Η ώρίμανσις άφορά άφ'ένός τό RNA πού ύφίσταται. σμίκρυνσι. 

του μορίου καθώς καί προσθήκη νέων πρωτεϊνών. 01 πρωτεΐ

νες πού έπι, τρέπουν τή σύνδεση, μέ t-RNA καί m-RNA προσθέτο 

νται τελευταίες.

Έ τ σ ι  δέν ύπαρχεt περίπτωση νά έχουμε πρόδρομα ριβοσωμά- 

τι,α πού νά έχουν ενωμένα μαζί τους t-RNA.
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ε ικ ό ν α  161
j.iclran micrograph of nucleolar genes of an 

phihian egg ceil. These genes, which code 
j ribosomai RNA, repeat along the DNA.
1-0' are identifiable because each is un- 
]-*$oing transcription into rRNA. about 100 
j.inds of the latter being formed simuJta- 
jwusly as the RNA polymerase molecules 
hre along the gene. The segments between 
I tactive genes are probably regulatory or 
j pacer" DNA.

O- L. Miller, Jr. and B. R. B<
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Β. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΙΝΙΚΗΣ ΣΥΝΘΕΣΕΩΣ

1. - Κ>κλική χρησιμοποίηση ΰπομονάδων τών ριβοσωμάτων 

‘Η κατασκευή όλων των ριβοσωμάτων Από ύπομονάδες πού εύκο 

λα δι'ίστανται δείχνει ότι υπάρχει κάποιος κυκλικός μηχα

νισμός στήν χρησιμοποίηση των Οπομονάδων. Πράγματι (ραίνε

ται ότι κατά την διάρκεια τής πρωτεΐνικής συνθέσεως λαμβά 

νει χώρα διαχωρισμός καί έπανασχηματισμός των ΰπομονάδων 

των ριβοσωματίων. Αύτό άπεδείχθει άπό πειράματα μέ βαρέα 

ισότοπα. 'Ανάπτυξη βακτηριδίων σέ Ολικό περιέχον βαρέα 

ισότοπα (π.χ. Ν } δημιουργεί τόν σχηματισμό βαρέων ριβο- 

σωμάτων. “Οταν τά βακτηρίδια μεταφερθουν σέ ένα Ολικό φυ

σιολογικό, τότε τά καινούργια ριβοσωμάτια πού παράγονται 

είναι έλαφρά. Παρατήρηση των ριβοσωμάτων των βακτηριδίων 

δείχνει ότι δέν υπάρχουν μόνο βαρέα καί έλαφρά ριβοσώματα 

άλλά καί ύβρίδια πού περιέχουν μία βαριά καί μία έλαφρά 

Οπομονάδα. Αύτό δείχνει ότι κατά τήν πρωτεϊνική σύνθεση 

λαμβάνει χώρα διαχωρισμός και έπανασχηματισμός των Οπομο

νάδων , εικόνα 162.

*Η ταχύτης αύτου του φαινομένου μάς λέει ότι γίνεται κά

θε φορά πού μία καινούργια πολυπεπτιδική αλυσίδα Αρχίζει 

νά συντίθεται. Δηλαδή όταν ένα ριβοσωμάτιο τελειώσει τό 

διάβασμα του m-RNA φθάσει στό τέλος καί έλευθερωθει φέρο

ντας μία πολυπεπτιδική αλυσίδα τελειιομένη δι’ίσταται στίς 

δύο Οπομονάδες 30 καί 50S καί έπανασυνδέεται ξανά μόλις 

ενωθεί μέ τό νέο m-RNA.

Σ'αύτό τό έπίπεδο δρά καί ένα Αντιβιοτικό ή σπαρσομυκίνη 

(sparsomycin). Παρουσία σπαρσομυκίνης ή πρωτεϊνική σύνθε

ση σταματά (μιλοκάρισμα τής πολυπεπτιδικής έπιμυκύνσεως) 

συγχρόνως παρατηρεί τα ι ότι οι ύπομονάδες των ριβοσωματίων
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c t P & C D

light"ribosome

-"heavy" ribosome

Some*heavy* ribosomes in the 
presence of an excess of "light* 
ribosomes are added to a tube 
containing all the prerequisites 
for protein synthesis.

After a short incubation the 
ribosomes are isolated.

θ  /

When protein synthesis occurs 
numerous hybrid ribosomes 
are isolated (i.e .# 305*Ί>β8νγ/* 
50S*light"or 30S"l»ghC50S 
"heavy"). Subunit exchange 
has occurred.

A similar experiment is set 
up, but this time sparsomycin 
is added. This chemical prevents 
protein synthesis.

9  <S>
CD # C D  CD

<9 CD e ®  
Θ Φ ®

When protein synthesis is 
blocked, no subunit exchange 
can take place and no 
hybrid ribosomes are isolated.

ε ι κ ό ν α  162 The obligatory dependence of subunit ex
change on protein synthesis.

δέν χωρίζουν καί έλαφρά-βαριά ύβρίδια δέ σχηματίζονται.

*Η είκόνα(ΐ62) μας δείχνει in vitro πειράματα πού δείχ

νουν αύτό τό φαινόμενο. Ριβοσωμάτια βαριά καί πολλά έλαφ- 

ρά άναμειγνύονται μεταζύ τους καί προστίθενται σέ Ολικό 

κατάλληλο γιά πρωτεϊνική σύνθεση. Λίγο μετά τά ριβοσωμά

τια άπομονώνονται καί έζετάζονται γιά υβρίδια. ‘Η δράσι 

της σπαρσομυκίνης έμποδίζει τόν σχηματισμό ύβριδίων.

2. - ΑΟΕησις της πολυπεπτιδικίίς άλύσεωο άπό τύν άμινοομάδα 

Σέ μιά Ολοκληρωμένη πολυπεπτιδική άλυσίδα έχουμε ένα άκρο 

πού άρχίζει μέ μιά άμινοομάδα καί τελειώνει μέ μιά καρβο- 

ζυλοομάδα. *Η φορά της αύζήσεως εΓναι άπό την άμινοομάδα
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πρός την καρβοξυλοομάδα. Αύτό άποδεικνύεται άτιό πειράμα

τα τοϋ Dintzis b οποίος έδωσε σέ βραχέα διαστήματα pa6tε

νεργά ίσότοπα σέ κύτταρα πού συνθέτουν πρωτεΐνες καί με

τά άπεμόνωσε τις πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Βρίσκε πώς τά 

καινούργια ραδιενεργά άμινοξέα εισέρχονται πρός τό άκρο 

πού φέρει τήν καρβοξυλοομάδα ένώ τά άμινοξέα πρός τό άκρο 

της άμινοομάδας παραμένουν χωρίς ραδιενέργεια εικόνα 16 3.

Labeled amino acids Ί

30 Protein synthesis followed by 3
secs isolation of newly completed mins

hemoglobin chains
f  1 r

NH, ■r-rrmiri ■ i COO'

Only those chains already started 
have had time to be completed.
They show a gradient of radioactivity, 
there being more label at the COO' end. 
No complete chains are found 
labeled at the NHjend.

είκόνα 163,

Complete new chains 
have had time to be synthesized 
in the presence of the labeled 
amino acids. Some chains are 
now therefore found labeled 
at the NHJ end.

Experimental demonstration that hemoglo
bin chains grow in the NH*—* COOH 
direction.

'Εάν 6 χρόνος σημάνσεως είναι πιό μεγάλος τότε βρίσκουμε 

καί πολυπεπτίδια' πού είναι ραδιενεργά σέ δλο τους τό μίί-

κος.
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Γι,ά τά πειράματα αύτά χρησιμοποιήθηκε ή αιμοσφαιρίνη πού 

γνωρίζαμε ήδη τήν σύνθεση της σ€ άμινοξέα. "Ύστερα άπό 

διάφορα χρονικά διαστήματα ίχνηθετήσεως μέ ραδιενεργό 

λευκίνη σέ χαμηλή θερμοκρασία (γιά νά έλαττώσουμε τήν τα- 

χύτητα συνθέσεως τηςί άπομονώθησαν τά δλόκληρα πολυπεπτί

δια καί έγινε πέψης μέ θρυψίνη. Κατόπιν δέ μέ ήλεκτροφό- 

ρηση καί χρωματογραφία έγινε διαχωρισμός των όλιγοπεπτι- 

δίων. * Η χαρτογράφηση αύτή ήτο ήδη γνωστή έτσι μπορούσαμε 

νά ξέρουμε πιά όλιγοπεπτίδια άνήκουν στό ένα άκρο τής ά- 

λύσεως καί πιά στό άλλο. Ά π ό  τήν ραδιενέργεια τους βρέ

θηκε πώς όσο πιό κοντά στό καρβοξυλικό άκρο βρίσκεται τό 

πεπτίδιο τόσο περισσότερη ραδιενέργεια περιέχει. Ά ρ α  ή

σύνθεση γίνεται μέ φορά ΝΗ^ — ► CooH.
ιέ :

Ή  είκόνα (1 ) δείχνει ένα τέτοιο πείραμα σέ δικτυοερυθρο-

κύτταρα (άωρα έρυθρά αίμοσφαίρια). Γίνεται σύνθεση αιμο

σφαιρίνης παρουσία ραδιενεργών άμινοξέων, σέ βραχύ χρονι

κό διάστημα τό άμτνικό (ΝΗ2) τέλος δέν περιέχει ραδιενέρ

γεια, ένω σέ μεγαλύτερο χρονικό διάστημα σημάνσεως περιέχει.

3. "Εναρξιο της συνθέσεως μέ Ν - φορμυλομεθιονίνη 

"Η έναρξις τής πρωτεϊνικής συνθέσεως στά β α κ τ η ρ ί δ ι α  γίνεται 

μέ ένα άμινοξύ μέ μεταβεβλημμένο τό ΝΗ^ άκρο του τήν φορ- 

μυλομεθιονίνη

μεθιονίνη
CH 2 φορμυλομεθιόνη
CH 2

2

S

CH3
CH 3
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Πρόκειται γιά μία Αλλαγμένη, μορφή, τής μεθιονίνης πού έχει 

μία όμάδα φορμυλίου ένωμένη στό Αμινικό άκρο της.

Τό άμινοξύ αυτό μπορεί νά χρησιμοποιηθεί μόνο γιά τήν έ

ναρξη της πρωτεϊνικής συνθέσεως έφ'δσον δέν περιέχει μιά 

έλεύθερη άμινοομάδα γιά νά δημιουργήσει, ένα πεπτοδικό δε

σμό στό έσωτερικό τής πρωτεϊνικής άλύσεως. ‘H όμάδα φορμυ

λίου προστίθεται ένζυματικά στήν μεθιονίνη Αφού ή μεθιονί- 

νη προσδεθεί στό t-RNA της,

“Ολα όμως τά t-RNA-μεθιονίνης δέν μποροΟν νά ύποστοϋν φορμυλίωση 

μόνον ένα είδος άπό αότά ύφίσταται, "Αρα υπάρχουν δύο είδη trRNA με- 

θισνίνης. Ή  μελέτη τους έπέδειζε πώς δέν διαφέρουν στό άντικωδικόνιο 

άλλά έχουν διαφορές σέ άλλα σημεία πού έτατρέπουν τήν Αναγνώριση Από 

είδικό ένζυμο πού προκαλεί τήν φορμυλίωση.

Παρ'όλο πού ή πρωτεϊνοσύνθεση σέ βακτηρίδια Αρχίζει μέ φορ- 

μυλσμεθισνίνη ή μελέτη πολλών πρωτεϊνών δείχνει πώς δέν έχουν 

φορμυλιόμενο άκρο ή δέν έχουν καθόλου μεθιονόνη στήν Αρχή. 

Αύτά συμβαίνουν γιατί ύπάρχει ένα ένζυμο πού μετά τήν σύνθε

ση άφαιρεϊ τήν όμάδα φορμυλίων καί έπίσης ύπάρχουν πεπτί- 

δάσαι πού σέ πολλές πρωτεΐνες ΑφαιροΟν τήν τελική μεθιονίνμ 

ή ένα μεγαλύτερο τμήμα τής Αρχικής πολυπεπτιδικής άλύσεως. 

"Ετσι πολλές πρωτεΐνες δέν Αρχίζουν μέ μεθιονίνη. Στά εύκα- 

ρυωτικά κύτταρα ή πρωτεϊνοσύνθεση παρουσιάζει ώρισμένες δια

φορές καί έκεΐ Αρχίζει μέ μεθιονίνη Αλλά όχι μέ φορμυλιομέ- 

νη μεθιονίνη. Παρ'δλα ταύτα καί έδώ ύπάρχουν διαφορετικά 

t-RNA ένα γιά τήν έναρζι τής πρώτε ινοσυνθέσεως καί ένα γιά 

τήν έπιμήκυνση τής άλύσεως.

4. - Σημεία ένώσεως ριβοσωματικοΟ RNA καί m-RNA 

*Η έναρζις τής πρωτεϊνικής συνθέσεως στά βακτηρίδια άρχί-
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ζει μέ τόν σχηματισμό ένός συμπλέγματος μεταξύ της μικρο- 

τέρας ύπομονάδος του ριβοσώματος 30S του φ-μεθ-t-RNA καί 

του m-RNA. 'Αφού γίνει αύτή η σύνδεση τότε η Οπομονάς 50S 

προσδένεται στήν 30S γιά νά σχηματίσει ένα 70S ριβοσωμά

τιο. Ηλθε m-RNA περιέχει ένα η περισσότερα σημεία προσδέ- 

σεως μέ τό ριβοσωμάτιο. Κάθε τέτοιο σημείο προσδέσεως Α 

ποτελεί τα ι άπό μία Αλληλουχία βΛσεων πού έπιτρέπει στό 

m-RNA νά πάρει τήν κανονική θέση πάνω στήν έπιφάνεια του 

σωματίου 30S.

'Εάν τό m-RNA περιέχει πληροφορία xtA μία μόνον πολυπεπτι- 

δική Αλυσίδα (έναν γόνον) τότε έν μόνον σημείον προσδέσεως 

ύπάρχει σ'αύτό. 'Εάν περιέχει τήν πληροφορία γιά περισσό

τερα πολυπεπτίδια (πολυσιστρονικό m-RNA) τότε ύπάρχουν τό

σα σημεία προσδέσεως στό ριβοσωμάτιο όσες καί οΐ πολυπε- 

πτιδικές Αλυσίδες γιά τίς όποιες πληροφορεί τό m-RNA καί 

στήν Αρχή τής κάθε μία άπ'αύτές.

‘Η μελέτη τ&ν σημείων αύτών προσδέσεως καί ή εύρεση τής 

Αλληλουχίας τους βρέθηκε μέ τόν έξής τρόπο;

Τό m-RNA προσδέθηκε in vitro σέ ριβοσωμάτια (ή ένωση γίνε

ται αύτομάτως). Κατόπιν έπιδράσαμε μέ ρ tβονουκλεάση. "Ενα 

ένζυμο πού καταστρέφει τό μονόκλωνο RNA. Στά σημεία πού 

τό m-RNA ήτο προσδεδεμένο στό ριβοσωμάτιο/ ή ριβονουκλεά

ση δέν τό κατέστρεφε καί άπεμονώθει τό τμήμα αύτό του m- 

-RNA , έμελετήθει δέ ή Αλληλουχία των βάσεων του είκ, 164 

Στό άκρο 3' του κομματιού αύτου βρέθηκε τό κωδικόνιο έναρ- 

ξις AUG πού σημαίνει μεθιονίνη. Πρός τό άκρο 5 'βρέθηκε 

μία Αλληλουχία πού δέν χρησιμοποιείται γιά ένσωμάτωση άμι- 

νοξέων,άποτελειται άπό 3 έως 4 πουρίνες καί περιέχει τήν 

σταθερά Αλληλοδιαδοχή A, G, G, Α.
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0X174 spike protein (geneG) mRNA.... U UAGGAUUUA A U C jS S
M M  I I H e r  

C CUC C ACU AG ..............16SrRNA
H O

S1
Epimerase(gal operon) mRNA..............  AUGGAGCGAAUuSffiffi

( M l  M  5 '
^OCCUCCACUAG ..........._J6$rRNA

HO
5'

/S-galactosidase mRNA......................... A C A G G A A A C A G C U f^
M i l  *

C C UCC AC U AG ________ J6S rRNA. r 
HO

5'   -
R17"A"protein  AUUCCUAGGAGGUUUGACC U g H l

Μ  Μ  I M
^ViUCCUCCACUA.................  J6SrRNA

# , HO
εικόνα 164

Ribosome binding sequences horn viral and bacterial mRNA molecules, 
showing their pairing with bases at the 3' tail of 16-S rRNA.

* Η άλληλοδιαχή αύτή βρίσκεται σέ άπόσταση 8 έως 13 νου- 

κλεοτίδια άπό τό έναρκτήριο κωδικόνιο AUG (βλέπε σχήμα) 

καί ενώνεται μέ μία άντίστοιχη άλληλοδιαδοχή στό άκρο 3', ,;

του ριβοσωματικού RNA (στήν ούρά του r-RNA).

"Οταν άρχίσει ή έπιμύκυνση της πεπτιδίκης διλύσεως ή ένω

ση αύτή διασπάται καί τό m-RNA άρχίζει vd κινείται πάνω 

στήν έπιφάνεια του ριβοσώματος καί νά φέρνει στήν έπιφά- 

νεια του ριβοσώματος τμήματα του m-RNA πού θά μπορέσουν 

νά ενωθούν μέ τά t-RNA. Πολλές διπλές έλικες καί διαμορφώ

σεις τού m-RNA διασπώνται δταν είναι νά περάσουν πάνω στό 

ριβοσωμάτιο καί δημιουργοΰνται έτσι διπλές έλικες πού μπο

ρούν νά συνδέσουν τό t-RNA. 5

5. - Παράγοντες ένάρΕεως καί κατεύθυνση άναγνώσεως 

τού m-RNA

*Η συνένωση τού t-RNA ένάρΕεως τού m-RNA καί τού ριβοσώ- 

ματος δέν άρκεί γιά τήν έναρΕη τήε πρωτεϊνοσυνθέσεως.

• Χρειάζεται καί ή παρουσία τριών πρωτεϊνών πού δέν έχουν 

καμμιά σχέση μέ τις πρωτεΐνες τού ριβοσώματος καί πού



-  3 0 6  -

παίζουν ρόλο στήν έναρξη της πρωτεϊνοσυνθέσεως. εικόνα 165

Initiating codon

70S initiation Direction o f  reading
complex

ε0κόνα_165
^gram m atic view of the initiation process in protein synthesis. [Only 
°n,f of the two tRNA binding sites is shown on the ribosome. It is not 
fenown which site (A or P) the f-met-tRNA enters first.)

"Οπως φαίνεται στήν είκόνα (165) ή έναρξις άρχίζει μέ τόν 

σχηματισμό ένός συμπλέγματος μεταξύ τής ύπομονάδος 30S 

καί του παράγοντος IF^. Τ<̂  t-RNA μεθιονίνη ένώνεται μέ 

τόν παράγοντα IF2 - GTP καί τό σύμπλεγμα m-RNA-t-RNA-30S 

συμπληρώνεται καί μέ τόν τρίτο παράγοντα IF^. 'Αφού δλο 

αύτό τό σύμπλεγμα σχηματισθει στήν 30S ύπομονάδα τότε ή 

ύπομονάς 50S προστίθεται στό ριβοσωμάτιο καί έλευθερώ- 

νεται GTP, καθώς καί οΐ τρεις παράγοντες J F ^  IF2 , IF3 . 

'Αφού τό πρώτο αύτό στάδιο λάβει χώρα ή κατεύθυνση κινή- 

σεως τού m-RNA είναι καθορισμένη άπό τό 5 'άκρο. Τό άκρο 

5'πού ενώνεται πρώτα μέ τό ριβόσωμα όπως ξέρουμε είναι 

καί τό άκρο τού m-RNA πού παράγεται πρώτο. "Ετσι είναι
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δυνατό up tv Ακόμη έλευθερωθεΐ ένα m-RNA άπό τό DNA πού 

συντίθεται νά ενωθεί μέ ριβοσωμάτια καί νά Αρχίσει νά 

διαβάζεται γιά νά δώσει πρωτεΐνες. Αύτό πράγματι συμβαί

νει στά βακτηρίδια κατά την φάση της ταχείας άναπτύζεως 

όταν η πρωτεϊνική σύνθεσις είναι πολύ ταχεία.

Στά εύκαρυωτικά κύτταρα Αντιθέτως αύτό 6έν συμβαίνει πο

τέ γιατί πρωτεϊνική σύνθεση μέσα στόν πυρήνα του κυττάρου 

δέν λαμβάνει χώρα καί τό m-RNA πού παράγετα ι, ένώνεται μετά 

μέ ειδικές πρωτεΐνες, περνάει στό πρωτόπλασμα καί έκεΐ 

ενώνεται μέ τά ριβοσωμάτια γιά νά Αρχίζει νά χρησιμοποιεί

ται στην πρωτεϊνική σύνθεση.

6. - Προσθετικές θέσεις γιά τό t-RNA στά ριβοσώματα 

καί σχηματισμός των πεπτιδικών δεσμών.

Κάθε 70S ριβοσωμάτιο έχει δύο κοιλώματα στήν έπιφανειά του 

στά όποια προσαρμόζονται τά t-RNA. Τά κοιλώματα αυτά είναι 

τό Ρ (πεπτιδικό) καί τό Α (άνιμοακυλικό) . Κάθε κοίλωμα πε

ριλαμβάνει τμήμα τής έπιφανείας τής 30S υπομονάδος καί τμή

μα τής 50S υπομονάδος καί περιορίζεται στήν 30S υπομονάδα 

άπό τό κωδικόνιο πού έμφανίζει σ'αύτό τό μέρος τό m-RNA. 

είκόνα 166.

Έ τ σ ι  καί ένώ ή έπιφάνεια τού ριβοσώματος μπορεί νά δεχθεί 

οίονδήποτε t-RNA γιατί ή σύνδεση μέ τό ριβόσωμα δέν είναι 

είδική ή είδικότης προσδίδεται άπό τό κωδικόνιο του m-RNA 

πού περιορίζει τό ένα άκρο τής κοιλώτητας.

Δέν γνωρίζουμε άν τό πρώτο t-RNA- μεθιονίνη είσέρχεται 

στήν κοιλότητα Α ή ρ  πάντως γιά νά είσέλθει τό δεύτερο,τό 

πρώτο πρέπει νά πάρει οπωσδήποτε τήν θέση Ρ. Μόλις τό δεύ

τερο t-RNA πάρει τήν θέση Α ένας πεπτιδικός δεσμός γίνεται 

πού ενώνει τά δύο άμινοξέα τά ενωμένα μέ τό t-RNA, τό πρώτο
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Ε
£
f. Protein binding.
i

t Sinding of specific 
, tftNA to "A" site

AA-tRNA binding 
"A" site

■«Ιη-ϋ
Amtnoacyl tRNA*GTP'EF-T^L

complex GTp EF.T

GDP·̂ ^̂  — GTP
GDP

Peptidyl transferase

Peptidyl tftNA 
translocation 
from A-*P site

GTP — GTP

EF-G
(M.W. 80,000)

Growing pofypeptide chain, 
attached by the terminal 
tftNA group to the protein 
binding site.

Attachment of specific 
aminoacyl tftNA molecule 
by hydrogen bonding to 
η + 1 codon of mftNA 
chain. This requires elongation 
factor T and ATP.

Formation of peptide bond 
between AA, and AAa by 
peptidyl transferase, an 
integral protein of the SOS 
subunit.

Ejection of tftNA from *P* site

Movement of growing polypeptide 
chain from "A" site to protein 
binding site. This requires elongation 
factor G  and GTP.

Simultaneous movement of 
mftNA to place (n + 2) codon 
at the "A" site.

εΕκόνα 166
Diagrammatic view of peptide bond formation showing the role of the elongation factors.

t-RNA τότε έλευθερώνεται καί τό δεύτερο πού κατέχει τώρα 

τήν θέση Ρ (έχει περάση στήν θέση Ρ) φέρει, ένωμένο έπάνω 

του ένα δ (.πεπτίδιο. Τά κάτωθι σημεία χρήζουν προσοχής.

Ιον. Τό αύζανόμενο καρβοξυλικό άκρο της παραγωμένης πολυ- 

πεπτιδικης άλυσΕδας είναι πάντοτε ένωμένο μέ ένα t- 

-RNA πού βρίσκεται είτε στό Ρ είτε στό Α κοίλωμα.

2ον. ‘Ο σχηματισμός του πεπτιδικοϋ δεσμοϋ κάνει νά μεταπέ-

σει ή πολυπεπτιδικη Αλυσίδα άπό την θέση Ρ στήν θέση Α.
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3ον. Τήν στιγμή αύτή ελευθερώνεται τό t-RNA άπό τήν θέση 

Ρ καί έκδιώκεται.

4ον. Τό νέο τελικό t-RNA τότε περνάει άπό τήν θέση Α στήν 

θέση Ρ καί συγχρόνως τό m-RNA κινείται έπίσης κατά 

ένα κωδικόνιο.

5ον. *Η θέση Α πού τώρα είναι έλεόθερη δέχεται ένα καινούρ

γιο t-RNA-άμινοξύ πού ένώνεται ειδικά στήν θέση τοϋ 

καινούργιου κωδικόνίου.

'Επειδή τά άμινο^έα είναι ήδη ένεργοποιημένα ένομίζετο δτι 

δέν χρειάζεται άλλη ένέργεια γιά νά γίνη ό πεπτιδικός δε

σμός καί δτι ένα ένζυμο θά ήτο άρκετό γιά νά γίνη ή σύνθε

σή του. Άπεδείχθει όμως δτι καί άλλη ένέργεια χρειάζεται 

ύπό μορφή GTP καί άλλα δύο ένζυμα υπεισέρχονται στόν σχη

ματισμό του δεσμού αύτου.

Οι πρωτεΐνες αυτές χρειάζονται κυρίως γιά τήν σύνδεση τοϋ 

t-RNA μέ τό ριβοσωμάτιο καί γιά τήν μεταφορά του άπό τήν 

θέση Α στήν θέση Ρ τό ίδιο καί ή ένέργεια ύπό μορφή GTP. 

"Ετσι τό πρώτο t-RNA πού πάει στήν θέση Α δηλαδή τό δεύ

τερο γιατί τό πρώτο είναι τό t-RNA-μεθιονίνης καί βρίσκε

ται ήδη στήν θέση Ρ) χρειάζεται τόν παράγονται Τ ή EF - Τ 

(elongation factor Τ) .

ΑΑ~tRNA-GTP—EF-T καί τό σύμπλεγμα αυτό πέρνει τήν θέση Α. 

"Οταν γίνη αύτό τότε έλευθερώνονται EF - Τ - GDP καί φω

σφορικό Pi.

ΑΑ ~ tRNA - GTP - E F - T  — > ΑΑ - tRNA + EF - GDP + Pi θέσις A

*0 παράγων Τ παίζει κάποιο ρόλο στήν άκρίβεια τής συνδέ- 

σεως τοϋ AA-tRNA στήν θέση Α άν ένα t-RNA λανθασμένο πάρει 

αύτή τήν θέση τότε άπομακρίνεται,
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*0 πεπτιδικός δεσμός τώρα γίνεται στήν έπιφάνεια xfi£ 50S 

ύπομονάδος καί γι'αύτό χρησιμοποιείται μία πρωτεΐνη της 

ύπομονάδος αύτής. 'Ακόμη δέν γνωρίζουμε πιά άπό τίς πρω

τεΐνες του 50S παίζει αύτό τόν ρόλο,τό ένζυμο αυτό όνο- 

μάζεται πεπτιδυλοτρανσφεράση.

*Η μετακίνηση άπό την θέση Α στήν θέση Ρ χρειάζεται τέ

λος μία άλλη πρωτεΐνη τόν παράγοντα G, EF-G (elongation 

factor G) τήν τρανσλοκάση. Στήν περίπτωση αυτή χρειάζε

ται τό σύμπλεγμα EF- G - GTP - ριβόσωμα καί ό παράγων 

αύτός μεταφέρει τό t-RNA στήν θέση Ρ μέ άπελευθέρωση 

GDP καί Ρ.

Συγχρόνως τώρα μέ όλο αύτόν τόν μηχανισμό θά πρέπει καί 

τό m^RNA νά μεταψερθεΐ κατά τρεις βάσεις δηλαδή ένα κω- 

δικόνιο. Δέν υπάρχει ειδικός μηχανισμός πάνω στό ριβό- 

σωμα γι'αύτήν τήν κίνηση άπλώς ΐό m-RNA έ£αναγκάζεται νά 

προχωρήσει γιατί τραβιέται άπό τό t-RNA πού έχει ένωμένο 

τό άντικωδικόνιό του μέ τό m-RNA. Αύτό άπεδείχθει άπό 

πειράματα μέ ειδικά t-RNA τά "κατασταλτικά t-RNA των με

ταλλαγών άλλαγής φάσεως".

Αύτά τά t-RNA άντί νά έχουν ένα άντικωδικόνιό μέ τρία 

νουκλεοτίδια έχουν ένα μέ τέσσερα καί στήν περίπτωση αύ- 

τή τό m-RNA προχωρεί κατά 4 βάσεις.

*Υπό κανόνικάς συνθήκας ή πολυπεπτιδική άλυσίδα άρχίζει 

νά παίρνει τήν τρισδιάστατο δομή της ένώ άκόμη βρίσκεται 

πάνω στά ριβοσωμάτια. "Ετσι μικρά ποσά ένζυματικής δρά- 

σεως βρίσκονται πάνω στά ριβοσώματια πού παράγουν τά άνά- 

λογα ένζυμα.

‘0 τερματισμός μιας πολυπεπτιδικής άλύσεως γίνεται μέ τη δρά

ση παραγόντων λήξεως. Κατ'άρχάς υπάρχουν ώρισμένα κωδικό-
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νια στό m-RNA πού σημαίνουν λήξη άλλά δέν ύπάρχουν είδικά 

t-RNA πού νά μην φέρουν άμινοξέα καί νά ενώνονται μέ τά 

κωδικόνια λήξεως. ‘Αντίθετα υπάρχουν δρισμένοι πρωτεϊνι- 

κοί παράγοντες πού άναγνωρίζουν τά κωδικόνια λήξεως καί 

ίσως νά κόβουν καί τήν σύνδεση τής πολυπεπτιδικής άλύσεως 

μέ τό τελευταίο t-RNA άπό τό όποιο κρέμεται πάνω στό ρι- 

βοσωμάτιο. Γιά τήν έργασία αύτή πάλι χρειάζεται ένέργεια 

άπό τό GTP.

*0 τρόπος πού δρά τό GTP σέ όλα αύτά τά στάδια τής πρωτεϊ- 

νοσυνθέσεως είναι διαφορετικός άπό τόν ρόλο τοϋ ΑΤΡ.

Τό GTP δέν δίδει τελικώς ένέργεια γιά νά γίνουν δεσμοί ό- 

φηλής ένεργείας απλώς δρά πάνω σέ έπΐφάνειες άλλάζοντας 

τρισδιάστατες δομές π.χ. όταν τό GTP μετατρέπεται σέ GDP 

αύτό προκαλεί άλλαγή δομής καί άπελευθέρωση των πρωτεϊνι- 

κών συμπλεγμάτων των διαφόρων παραγόντων πού δρουν στήν 

πρώτεϊνοσύνθεση.

Τέλος πρέπει νά πούμε ότι κάθε m-RNA περιέχει περισσότερα 

του ενός ριβοσώματα σχηματιζομένων τών πολυριβοσωματίων.

*0 άριθμός τών ριβοσωμάτων άνά m-RNA έξαρτάται άπό τό μή

κος του, πρέπει νά υπολογίσουμε ένα ριβοσωμάτιο, κάθε 80 

περίπου νουκλεοτίδια τοϋ m-RNA, έτσι τό m-RNA τής αιμοσφαι

ρίνης περιέχει περίπου 4-6 ριβοσωμάτχα τό m-RNA, τής μυο- 

σίνης περιέχει περίπου 20 ριβοσωμάτια.

7. - ‘Επίδρασις άντιβιοτικών πάνω στήν πρωτεινική σύνθεση 

* Η δράσι πολλών άντιβιοτικών έχει σχέση μέ διάφορες φά

σεις τής πρωτεϊνικής συνθέσεως. "Ετσι π.χ. ή πουρομυκίνη 

είναι ένα άντιβιοτικό πού μοιάζει πολύ μέ τό άκρο ενός 

t-RNA καί μπορεί νά πάρει τήν θέση του πάνω στό ριβοσωμά-
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τιο στην θέση Α. Τότε γίνεται ένωση της πουρσμυκίνης με την 

άλυσο πού βρίσκεται στη θέση Ρ μέ ένσ. πεπτιδικό δεσμά Ή  ά- 

λυσος μεταφέρεται στήν θέση Α καί επειδή ή πουρομυκίνη δέ 

συνδέεται ίσχυρά σ'αότήν τήν θέση, ή άλυσος έλευθερώνεται 

καί φεύγει άπό τό ριβοσωμάτιο. "Ετσι ή πουρομυκίνη σταμα

τά τήν πρωτεϊνική σύνθεση προκαλώντας πρόωρο σταμάτημα 

των πολυπεπτιδικών άλύσεων.ε ίκόνα 167.

είκόνα 167
Premature peptide chain termination by 
puromycin.

‘Ορισμένα άλλα Αντιβιοτικά δρουν σέ άλλα στάδια. Τό φου- 

σιδικόν ό£ύ άμποδίζει τήν λειτουργία του παράγοντος G 

(τρανσλοκάση) , ή σπαρσομυκίνη &«στέλει τήν πεπτιδυλοτραν- 

σφεράση, τό ίδιο καί ή λινομυκίνη ένώνονται δέ στίς 50S 

ίπιομονάδες/ ή στρεπτομυκίνη είναι άναστολεύς τής ένάρξεως 

καί έπιδρά πάνω στήν ύπομονάδα 30S.
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ΓΕΝΕ Τ ΙΚΟΣ ΚΩΔIΚΑΣ

Παρ'δλο πού άπό τό 1960 είχαμε γενικές γνώσεις πώς τό 

RNA χρησιμοποιείται στήν πρωτεΐνική σύνθεση, έθεωρεΐτο 

ότι θά ήταν πολύ δύσκολο νά άποκρυπτογραφήσουμε τόν γε

νετικό κώδικα.

Ένομίζετο δτι γι'αύτό θά χρειαζότανε νά μάθουμε συγχρό

νως την πρωτοδιάταζη μιας όρισμένη,ς πρωτεΐνης καί τοϋ 

άντιστοίχου γόνου του DNA ή τοϋ m-RNA.

Καί ένώ ή δυνατότης της πρωτοδιάταξης μιας πρωτεΐνης, 

παρ'δτι πολύ δύσκολη χημική έργασία ήτο δυνατή, έκείνη 

τήν έποχή δέν υπήρχαν άντίστοιχες μέθοδοι γιά τήν μελέ

τη τής πρωτοδιατάξεως ένός νουκλεϊνικοϋ δζέως.

Ευτυχώς ή δυσκολία αύτή παρεκάμφθει μέ άλλον τρόπο καί 

καταφέραμε νά άποκρυπτογραφήσουμε τόν γενετικό κ ώ δ ικ α  μέ 

απλές μεθόδους. "Ετσι τό 1961 μόνον ένα χρόνο μετά άπό 

τήν άνακάλυψη τοϋ m-RNA ή χρησιμοποίηση τεχνιτών m-RNA 

κατάφερε νά λύση τό πρόβλημα τοϋ γενετικοϋ κώδικα καί αύ- 

τό άρχισε μέ τήν άδιάσηστο άπόδειζη τοϋ πρώτου κωδικονίου 

πού άνευρέθει καί καθορίζει τό άμινοζύ φαινυλαλανίνη.

Γιά νά δοϋμε πώς έγινε αύτή ή άνακάλυψη θά πρέπει νά μι

λήσουμε λίγο γιά τήν πρωτεΐνική σύνθεση in vitro καί γιά 

πιά ήταν τά άρχικά πειράματα πάνω σ'αύτήν.

1. - Ή  προσθήκη m-RNA ένεργοποιεΐ τήν in vitro 

πρωτ ε ϊ νοσύνθεση *

* Η άνάγκη ύπάρζεως τών τριών RNA, t-RNA, r-RNA καί m-RNA 

γιά τήν πρωτεΐνική σύνθεση άπεδείχθει μέ πειράματα πρωτεϊ- 

νοσυνθέσεως in vitro χρησιμοποιόντας κυτταρικά στοιχεία 

άπό κύτταρα πού ήσαν ένεργά στήν σύνθεση πρωτεϊνών.
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Τά κύτταρα σκάζονται προσεκτικά ώστε τά συστατικά τους 

νά μήν καταστραφοΟν καί διάφορα τμήματα τού κυττάρου χρη

σιμοποιούνται γιά νά μελετηθεί η δράσις τους στήν σύνθε

ση πρωτεϊνών. 'Επειδή ή πρώτεϊνοσύνθεση in vitro είναι 

άκόμη καί σήμερα ένα σύστημα όχι πολύ άποδοτικό δηλαδή ή πο- 

σότης τών συνθετομένων πρωτεϊνών είναι πολύ μικρή, χρη

σιμοποιούνται ραδιενεργά άμινο^έα γιά νά άνηχνευθουν πο

λύ μικρές ποσότητες άπό νεοσυνθετόμενες in vitro πρωτεΐ

νες είκόνα 168 .

Rapidly growing Ε . cofi cells 
ore collected by centrifugation 
in the cold (0*C ) and broken open 
to yield o cell tap . The enzyme 
deoxyribonuclease is odded 
to break down the cellular DNA.

I
Cell w all and ^  | ^
cell membrone ^  
fragments

Sap is centrifuged (0 °C ) to 
remove heavier cell woll ond ceil 
membrone fragments. The slower 
sedimenting components (poly
ribosomes, free ribosomes, free 
mRNA ond tRN A, ond enzymes) 
are collected and placed 
in test tubes; ATP. GTP, and radio
active amino acids are then odded 
to each tube. The tubes ore incubated 
at 37*C  for vorious intervals.

Q  Q  Q  Q
tRNA 

ATP and GTP 

Enzymes

Free ribosome 
subunits ond —  
polyribosomes 
containing mRNA

Rodtoactive - 
amino ocids

είκόνα 168

Acid is odded to precipitate 
proteins; free ammo acids 
remoin in solution. The precip
itates are separately washed, 
collected ond placed in a 
radiation-counting instrument. 
The omount of rodiooctivity 
in the precipitate measures 
the amount of amino ocids 
incorporated (protein synthesis).

Experimental details of in vitro studies of 
protein synthesis.

*H είκόνα 168 δείχνει πώς παρασκευάζονται χονδροειδώς τά

ένεργά στοιχεία γιά τήν πρώτεϊνοσύνθεση, άπό E.coli.
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Έ ά ν  στά πολυριβοσωμάτια προστεθούν ραδιενεργά άμινοξέα 

καί κατά διάφορα χρονικά διαστήματα παραλαμβάνουμε δείγ

ματα άπό τό μίγμα αυτό τής πρωτεΐνοσυνθέσεως καί μετρή

σουμε τήν ραδιενέγρεια πέρνουμε μίαν καμπύλη πρώτεινοσυν- 

θέσεως μέσα στόν χρόνο.
\

Παρατηρούμε ότι ή ραδιενέργεια αυξάνει γιά ένα χρονικό 

διάστημα καί κατόπι παραμένει σταθερά καί αυτό δείχνει 

ότι καινούργια ραδιενεργά άμινοξέα παύουν νά εισέρχονται 

σέ συνθετόμενες πρωτεΐνες. Τό σταμάτημα αύτό τής πρωτεϊ- 

νοσυνθέσεως δφείλεται σέ καταστροφή τού ενδογενούς m-RNA 

γι'αύτό άν προσθέσουμε στό μίγμα άπό έξω παρασκευασμέ

νο m-RNA ή πρώτεϊνοσύνθεση ξαναρχίζει μέχρι πού τό και

νούργιο αύτό m-RNA νά καταστροφή. Τό σύστημα αύτό λοιπόν 

κατά τό στάδιο τής καταστροφής τού ένδογενοϋς m-RNA ύστε

ρα άπό δρισμένο χρόνο είναι πολύ κατάλληλο γιά τήν'μελέ

τη τής δράσεως έξωγενους m-RNA, είκόνα 169.

εικόνα 169
®  indicates the breakdown of en

dogenous mRNA, while ®  shows the 
breakdown of exogenously added mRNA 
whose time of addition is indicated by the 
arrow.

0 20 40 60
T im · (m ins.)

Σ'αύτό τό σημείο ή χρησιμοποίσηση RNA άπό δρισμένους ιούς 

βοήθησε πολύ τίς μελέτες πρωτεϊνοσυνθέσεως in vitro,

Ά π ό  τούς ίούς πράγματι μπορούμε νά πάρουμε σέ άρκετό ποσό
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είδικά m-RNA πού θά παράγουν τίς πρωτεΐνες τοΟ ίού. Τά 

RNA αύτά χρησιμοποιήθηκαν σέ in vitro συστήματα καί άπε- 

δείχθει δτι πράγματι παράγονται in vitro ίηκές πρωτεΐνες. 

Αύτό άποτελεΐ άπομίμηση των δσων γίνονται καί in vivo. 

Π.χ. οι ίοί RNA παράγουν ένα ένζυμο τήν -ΕΝΑ ρεπλικάση ή 

δποία τούς χρησιμεύει γιά τόν άναδιπλασιασμό τού γενετι

κού τους ύλικού, άλλά γιά νά παραχθεΐ αύτή ή πρωτεΐνη θά 

πρέπει τό ΕΝΑ του ίού νά ένωθεΐ πρώτα μέ τά ριβοσώματα 

τοΟ κυττάρου ξενιστού καί νά τό χρησιμοποιήση γιά νά πα

ράγει τίς ίηκές πρωτεΐνες.

Πρώτα χρησιμοποιήθηκε τό RNA τού φάγου F 2 in vitro σάν 

m-RNA στά ριβοσώματα τής E.coli καί άπεδείχθει δτι πράγ

ματι παράγεται μία πρωτεΐνη τού ίοΟ πού έχει άκριβώς τήν 

ίδια πρωτοδιάταζη σέ άμινο^έα μέ τήν πρωτεΐνη πού παράγε- 

ται in vivo.

Ά ρ α  δ γενετικός κώδικας λειτουργεί κανονικά στά in vitro 

συστήματα.

2. - Χρησιμοποίηση συνθετικών m-RNA γιά τήν μελέτη τού γενετικού 

κώδικα.,

Γιά νά λύσουνε τά προβλήματα τοΟ γενετικού κώδικα οί έρευνηταί έσκεύ- 

φθησαν νά χρησιμοποιήσουν τό in vitro σύστημα τής πρωτεΐνοσυνθέσεως 

στό όποιο νά χορηγήσουν γνωστά στην σύνθεσή τους συνθετικά m-RNA. 

‘Υπάρχει ένα'ένζυμο πού λέγεται παλυνσυκλεοτιδική φωσφερυλάση 

τό ένζυμο αύτό βρίσκεται σέ δλα τά βακτηρίδια καί ώς έπί 

τό πλεΐστον χρησιμοποιείται καταβολικά διασπώντας RNA σέ 

μονονουκλεοτίδια. Κάτω άπό είδικές δμως συνθήκες δηλαδή, 

in vitro, παρουσία περισσείας μονοκλεοτιδίων ή άντίδρασι 

μπορεί νά γίνει πρός τήν άλλη κατεύθυνση καί τό ένζυμο νά



κάνει, σύνθεση* εικόνα 170 .
®  ~ ( ρ ) -  Ribose
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(ρ)— Ribose —

^p)— Ribose-

(p)— Ribose -
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\

(p)—Ribose-

+ ®

# Synthesis (degradation) of RNA molecules
£ LHOVOt 1 7 0  using the enzyme polynucleotide phos-

phorylase.

"Ετσι είναι δυνατό νά φτιάξουμε in vitro RNA χρησιμοποιώ

ντας τό ένζυμο καί τά διάφορα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια.

* Η σύσταση' τού RNA αύτοϋ θά είναι βέβαια τυχαία άλλά θά 

έξαρτάται άπό τά νουκλεοτίδια πού θά υπάρχουν στό μείγμα.

"Ετσι άν ύπάρχει μόνο άδενοσίνη θά γίνη σύνθεση poly A 

κ.λ.π. Τά συνθετικά αύτά RNA μπορούν νά χρησιμοποιηθούν 

άπό τά ριβοσωμάτια σάν m-RNA καί νά προκαλέσουν σύνθεση 

πρωτεϊνών. Τό πρώτο συνθετικό m-RNA πού χρησιμοποιήθηκε 

έτσι άπό τούς Nirenberg καί Matthael υπήρξε τό πολύ - U. 

"Οταν έβαλαν τό πολύ - U σέ ένα σύστημα in vitro πρωτεϊνο- 

συνθέσεως είδαν ότι ήταν ένεργό γιά σύνθεση πρωτεϊνών καί 

βρήκαν νά σχηματίζεται ένα πολυπεπτίδιο πού ήταν φτιαγμέ

νο άπό ένα μόνο άμινοξύ τήν φ α tνυλαλανίνη. Σχηματίσθηκε 

δηλαδη πολυφαινυλαλαν ί ν η .

Τό πρώτο κωδικόνιο τού γενετικού κώδικα έτσι βρέθηκε νά 

είναι UUU πού σημαίνει φαινυλαλανίνη. Μέ τόν ίδιο τρόπο 

τό CCC βρέθηκε νά είναι προλίνη καί τό ΑΑΑ νά είναι λυσίνη. 

*Η χρησιμοποίηση τής μεθόδου αύτής έπεξετάθει καί σέ άλλους 

συνδιασμούς βάζοντας π,χ. δύο νουκλεοτίδια στό μείγμα παίρ

νει κανείς μιά σειρά άπό πολυνουκλεοτίδια πού περιέχουν τίς



-  3 1 8  -

δύο βάσει,ς.

Π.χ. A + C δίδει: CCC, CCA, CAC, ACC, CAA, A C A , AAC καί ΑΑΑ 

οπότε παράγεται μία πρωτεΐνη, πού περιέχει όρισμένα άμινο- 

£έα. Μέ αύτόν τόν τρόπο όμως δέν μπορεί κανείς νά βρει, 

τό Ακριβές κωδικόνιο γιά τό καθένα άπό αύτά.

3.-Χρησιμοποίσηση της συνδέσεως τών t-RNA γιά την 

Αποκρυπτογράφηση.

Τό 1964 ή δμάδα τού Nirenberg άνεκάλυφε μία Αλλη μέθοδο 

γιά τήν μελέτη του κώδικα. Εόρέθη ότι μία τριπλέτα δέν 

μπορεί βέβαια νά προκαλέση τήν σύνθεση μιΑς πρωτεΐνης άλ- 

λά είναι Αρκετή γιΑ νά συνδέσει πάνω στό ριβόσωμα τό Ανά

λογο Αμινοακυλο-t-RNA.

Έ τ σ ι  Αν προστεθεί μία είδική τριπλέτα σέ ένα μείγμα ριβο- 

σωματίων καί Αμινοακυλο-t-RNA πού φέρουν ραδιενεργά άμι- 

νοζέα μόνο τό Ανιμοακυλο - t-RNA πού θά Αναλογεί στό προ

στιθέμενο κωδικόνιο θά ένωθεΐ πάνω στό ριβοσωμάτιο. Μετά 

φιλτράρεται τό μείγμα καί τά ριβοσωμάτια παραμένουν στόν 

ίθμό δπότε Απομονώνεται τό Αμινο^ύ πού κατεκρατήθει καί 

Αναγνωρίζεται.

Χρησιμοποιόντας αότή την μέθοδο τά περισσότερα κωδικόνια 

βρέθηκαν.

Μέ όλες τίς μεθόδους αύτές βρέθηκε ότι ύπάρχουν 61 κωδι

κόνια πού καθορίζουν άμινοζέα. ‘0 όλικός Αριθμός τών κω- 

δικονίων γιά τριπλέτες είναι 64 (4 - 64) τά τρία ύπολοι-

πόμενα κωδικόνια είναι nonsense όπως λέμε κωδικόνια καί χρη- 

σιμέυουν σάν σημεία λήζεως CUAA, UAG, UGA) είκόνα 171.

‘Ο γενετικός κώδικας έχει τούς τρεις Ακολούθους χαρακτήρες:

Ιον. Είναι γενικευμένος
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είκόνα 171 
The Genetic Code

First Position Second Position Th ird  Position
(5' End) U C A G (3' End)

U Phe Ser T yr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Term* Term A
Leu Ser Term T rp G

C Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro GfuN Arg A
Leu Pro GluN Arg G

A lieu T h r AspN Ser U
lieu T h r AspN Ser C
lieu T h r Lys Arg A
Met T h r Lys Arg G

G Val Ala Asp G ly U
Val Ala Asp G ly c
Val Ala Glu G ly A
Val Ala Glu G ly G

2ov. Είναι σταθερός 

3ov. Είναι έκφυλισμένος

Λέγουμε ότι ό γενετικός κώδικας είναι γενικευμένος γιατί 

είναι ίδιος γιά. όλους τούς έμβιους δργανισμούς, έτσι έάν 

σέ ένα εκχύλισμα E.coli προστεθεί ένα μήνυμα άπό ένα £ό 

π.χ. τό m-RNA τής μωσαϊκής του καπνού ή. τό m-RNA τής αιμο

σφαιρίνης του άνθρώπου τά ριβοσωμάτια τής E.coli θά κατα

σκευάσουν τίς πρωτεΐνες πού φέρουν αύτά τά μυνήματα, “Αρα 

τά μηνύματα είναι τά ίδια. Τά t-RNA είναι τά ίδια καί ένσω- 

ματώνουν τά σωστά άμινοξέα.

*0 γενετικός κώδικας είναι σταθερός γιατί έχει παραμείνει 

ό ίδιος διά μέσου τής έξελίξεως.

Τέλος ό κώδικας είναι έκφυλισμένος Ύ^ατί υπάρχουν μόνον 

20 άμινοξέα καί 61 κωδικόνια. “Αρα κάθε άμινοξύ άντιστοιχεί 

σέ περισσότερα τού ενός κωδικόνια.

‘0 βαθμός έκφυλίσεως δέν είναι ομοιόμορφος, έτσι ένω υπάρχουν έξι 

διαφορετικά κωδικόνιαγιά τήν λεϋκίνη δηλαδή UUA, UUG, C U U , C U C ,
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CUA, CUG, καθώς καί γιά τήν άργινίνη καί σερ ίνη, άλλα άμι- 

νοξέα διαθέτουν μόνον δύο κωδικόνια όπως τό γλουταμινικό 

όζύ ή τυροσίνη καί ή ίστιδίνη καί ύπάρχει μόνο ένα γιά 

τήν μεθιονίνη τό AUG, καθώς καί γιά τήν τρυπτοφάνη.

*0 έκφυλισμός τού κώδικος ύπήρζε δπωσδήποτε ένας παράγων 

έπιβιώσεως. 'Εάν ύπήρχε ένα κωδικόνιο γιά κάθε Αμινοζύ 20 

μόνον κωδικονια άπό τά 64 θά χρησιμοποιούντο, καί οί πε~ 

ρισσότερες σημειακές μεταλλαγές θά προκαλούσαν τριπλέτες 

λήξεως πού δέν κωδικοποιούν γιά κανένα άμινοζύ. 'Αντίθετα 

στόν ύπάρχοντα κώδικα οί σημειακές μεταλλαγές δημιουργούν 

είτε μία τριπλέτα πού κωδικοποιεί γιά ένα άλλο Αμινοζύ ή 

μία τριπλέτα πού κωδικοποιεί γιά τό ίδιο άμινοξύ.

Στήν πρώτη περίπτωση ή πρωτεΐνη συχνά έζακολουθή νά είναι 

λειτουργική καί μπορεί μάλιστα νά Αντιπροσωπεύει καί μία 

πρόοδο ώς πρός τόν πρωταρχικό (άγριο τύπο wild type). *0 

έκφυλισμένος λοιπόν κύδιιας έπιτρέπει μία προοδευτική καλι- 

τέρευση τοϋ γονιδιόματος καί τών παραγώγων του, άφοΟ οί 

μεταλλάζεις μπορούν νά προκαλέσουν Αντικαταστάσεις άμινο- 

ξέων μεταξύ τών όποιων οί πιό εύνοϊκές γιά τήν έπιβίωση 

θά έπιλεγχθοϋν.

4. - *Η θεωρία τής Ασταθείας τοϋ Αντικωδικονίου 

(Wobble theory.______

Παρετηρήθη ότι μόνον τΑ δύο πρώτα νουκλεοτίδια τού κωδι

κόν ίου είναι σημαντικά γιά τόν καθορισμό τού άμινοξέως 

ένώ τό τρίτο μπορεί νά Αλλάζει. Π.χ, UUU σημαίνει φαινυ- 

λαλανίνη όπως έπίσης καί ϋϋΟ,στήν σερίνη όμως έχουμε: UCU, 

UCC , UCA, UCG Αλλά έπίσης καί AGU καί A G C .

*0 κανόνας αύτός έπομένως μόνον μερικά είναι σωστός.

Στήν Αρχή ένομίσθει δτι θά πρέπει νά ύπάρχει ένα ειδικό
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άντικωδικόνιο γιά κάθε κωδικόνι,ο δηλαδή νά ύπάρχουν καί 

61 διαφορετικά t-RNA, Άπεδείχθει δμως πώς ένα καθαρά 

Απομονωμένο t-RNA π,χ. τό t-RNA τής Αλανίνης μπορεί νά 

Αναγνωρίζει περισσότερα διαφορετικά κωδικόνια.

Προβλήματα άνέκυψαν έπισης δταν βρέθηκε δτι πολλές φορές 

μία άπό τίς βάσεις τού Αντικωδικονίου δέν ήταν φυσιολο

γική βάσις άλλά Ασυνήθης βάσις Από αυτές πού Ανευρέθησαν 

στά t-RNA.

Γιά νά έζηγήσουμε αότά τά φαινόμενα ή. θεωρία τής Αστά

θειάς (Wobble) προτάθηκε καί λέει δτι ή βάσις στό άκρο 

5'τοΟ Αντικωδικονίου δέν είναι σταθερή, στόν χώρο δπως οί 

άλλες δύο βάσεις καί τής έπιτρέπεται νά δημιουργεί δε

σμούς ύδρογόνου μέ περισσότερες μή Ανάλογες βάσεις στό 

3 'άκρο τού κωδικόνίου,

“Ολοι οι συνδιασμοί δέν είναι βέβαοα δυνατοί καί οι δυ

νατοί συνδιασμοί δίνονται στόν κατωτέρω πίνακα.

Άντικωδικόνιο κωδικόνto

G U ή C

C G

A U

U Α ή G

I A  U ή  C

Έτσ ι  τό U στήν θέση άσταθείας μπορεί νά ενωθεί μέ Αδε- 

νίνη ή γουανίνη καί ή ινοσίνη μπορεί νά ένωθεί μέ U, C 

καί Α, Αυτός ό κανόνας δέν έπιτρέπει σέ ένα t-RNA νά Α 

ναγνωρίσει 4 διαφορετικά κωδικόνια καί τρία κωδικόνια 

μπορεί νά άναγνωρισθοΰν μόνον δταν ή ινοσίνη περιέχεται 

στήν τρίτη θέση σέ ένα t-RNA, εικόνα 172, 173.
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to form hydrogen bonds 
wRh bases other thon 
those in standard _  _  
base pairs.

«
εικόνα 172.
Examples of wob

Codon

%H άστάθεια συνδέσεως τής τρίτης βάσεως έχει έπίδραση 

στήν ίσχυρότητα της συνδέσεως. "Ετσι όταν τό κωδικόνιο 

ένώνεται μέ ένα t-RNA όχι πολύ ίσχυρά λόγω άσταθείας της 

συνδέσεως τής τρίτης 5 'βάσεως τότε τό άνάλογο άμινοΡύ θά

tRNA tftNA
3* 5 '  Ο ο 3' 5' 

Ο Ο

tRNA
y  5 ' 
ο ο

tRNA
3# 5'□ Ο

Codon Codon

5' 5 'c i l l

Codon Codon

(c) I in the third position con poir with U , C , or A .

GGA

Codon

)3'

(b ) U in the third anticodon position can 
pa ir with A  or G .

είκόνα_173
μπάίνεϊ~μέσα σέ μία πρωτεΐνη μέ μικρότερη ταχύτητα καί
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ή ταχύτης συνθέσεως της πρωτεΐνης μπορεί έτσι νά ρυθμί

ζεται έν μ έρη  άπό τά πιά κωδικόνια χρησιμοποιούνται άπό 

ένα m-RNA γιά νά σχηματισθεΐ μία πρωτεΐνη·

5. - Κωδικόνια ένάρξεως καί λήψεως.

Έχουμε ήδη Αναφέρει δτι ή έναρξις τής πρωτεΐνικής συνθέ

σεως γίνεται μέ t-RNA μεθιονίνη καί δτι τό κωδικόνιο έ- 

νάρξεως είναι τό AUG τελευταίως εύρέθει καί ένα άλλο κω

δικόνιο γιά έναρξη τό GUG ή ϋπαρξις αύτοϋ τού κωδικονίου 

δέν είναι άκόμη βέβαια.

Γιά τήν λήξη ύπάρχουν τρία κωδικόνια τό UAA, τό UAG καί 

τό UGA, αύτά δέν άντιστοιχοΟν σέ κανένα γνωστό άμινοξύ. 

“Οπως είπαμε γιά τά τρία αύτά κωδικόνια δέν ύπάρχουν 

t-RNA άλλά Αναγνωρίζονται άπό είδικές πρωτεΐνες λήξεως.

Δύο τέτοιες πεωτεΐνες μέχρι τώρα έχουν Απομονωθεί.

Πάνω στό m-RNA συνήθως ύπάρχει μόνον ένα κωδικόνιο λήξεως. 

Πολλές φορές δμως ύπάρχουν δύο γιά λόγους άσφαλείας στήν 

λήξη μιάς πρωτεΐνης.

t
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