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DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA ROSLIN
MOLECULAR DIAGNOSTICS OF PLANTS

Marzanna DENIZIAK, Jan BARCISZEWSKI

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk, Poznan

Streszczenie: Opracowanie metod detekcji naturalnie wystepujacych polimorfizméw sekwencji DNA
zrewolucjonizowato badania z zakresu genetyki i hodowli ro$lin. Polimorfizmy identyfikuje sie najcze-
$ciej metodg RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism). Oznaczenia genetyczne na bazie
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) sg proste do przeprowadzenia, lecz zaprojektowanie specyficz-
nych primeréw wymaga wczesniejszego poznania badanej sekwencji. Od kilku lat rozwija sie zastoso-
wanie nowej analizy genetycznej - RAPD (ang. Random Amplified Polymorphic DNA) - polegajacej na
amplifikacji genomowego DNA z wykorzystaniem w charakterze primeréw krétkich oligonukleotydow
o arbitralnie okreslonej sekwencji. Technika RAPD pozwala uniknaé¢ szeregu ograniczenn metody RFLP.
Znalazta szerokie zastosowanie w mapowaniu genetycznym, taksonomii molekularnej i genetyce popu-
lacyjnej. Markery RAPD stuzg réwniez mapowaniu cech o znaczeniu agronomicznym.

Stowa kluczowe: markery DNA, powielanie DNA starterami o dowolnej sekwencji (RAPD), polimorfizm
dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP), mapowanie genetyczne.

Abstract The development of detection of naturally occurring DNA sequence polymorphisms has
revolutionized plant genetics and breeding. Such polymorphisms are most commonly generated by RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Genetic assays based on the polymerase chain reaction
(PCR) are simple to perform, but target DNA sequence information is required to design specific primers.
Recently a new method have been described - RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) - based
on the amplification of genomic DNA with short primers (decamers) of arbitrary sequence. This assay
avoids many of the technical limitations of RFLP. RAPD is widely used in genetic mapping, molecular
taxonomy and population genetics. RAPDs are also suited for use in mapping of agronomically important
traits.

Key words: DNA markers, random amplified polymorphic DNA (RAPD), restriction fragment length
polymorphism (RFLP), genetic mapping.
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1. WSTEP

Jednym z ostatnich waznych osiggnie¢ w poznaniu struktury i organizacji geno-
mow roslinnych jest odkrycie i wykorzystanie molekularnych systeméw markero-
wych. Pozwalajg one na rozwiazanie wielu probleméw pojawiajacych sie w trakcie
badan opartych na klasycznych testach fenotypowych. Poniewaz efektywnos$¢ analizy
genetycznej bazujacej na fenotypie jest funkcjg dziedzicznosci cechy, czynniki takie
jak: wptyw Srodowiska, dziedziczenie multigenowe iiloSciowe, lub czeSciowa czy tez
catkowita dominacja czesto zaktocajg ekspresje badanego genu [15]. Nalezy pamie-
ta¢, ze liczba markerow fenotypowych oznaczanych w pojedynczej krzyzéwce jest
ograniczona, wiec wykrywane sprzezenia dotycza tylko matej frakcji genomu [20].
Zastosowanie markeréw molekularnych zasadniczo eliminuje te trudno$ci poprzez
bezposrednie wykrywanie dziedziczenia rdznic w strukturze alleli na poziomie se-
kwencji DNA.

Markery genetyczne tworzy sie w toku oznaczen, ktére mozna podzieli¢ na dwie
gtéwne kategorie:

1) oznaczenia bazujace na uzyciu enzymoéw restrykcyjnych (RFLP - ang. restric-
tionfragment length polymorphism),

2) oznaczenia bazujace na amplifikacji DNA (m.in. RAPD - random amplified
polymorphic DNA, AP-PCR - arbitrarily primed PCR, SSR - simple sequence repeat,
DAF - DNA amplification fingerprinting, CAPS - cleaved amplified polymorphic
sequence) [1,3, 5, 6, 9-11, 18],

Badania prowadzone przy wykorzystaniu tego typu analizy umozliwity zebranie
wielu nowych informacji dotyczacych struktury i organizacji genomoéw wielu roélin
uprawnych, w szczeg6lnosci za$ kukurydzy, pszenicy i pomidora, a to z racji ich
ogromnego udziatlu w Swiatowej produkcji zywnos$ci. Diagnostyke DNA wykorzy-
stuje sie obecnie w wielu ro$linnych programach hodowlanych (ang. molecular
breeding) [7, 10, 16].

Polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) jest najczesciej stoso-
wang technikg majgcg na celu konstrukcje map genetycznych oraz mapowanie waz-
nych cech agronomicznych u roslin o znaczeniu gospodarczym [7, 16]. Polimorfizm
DNA mozna wykaza¢ poprzez trawienie endonukleaza restrykcyjng oraz wizualizacje
fragmentéw po hybrydyzacji metodg Southema (tab. 1). O atrakcyjnosci markeréw
RFLP decyduje fakt, iz sa one markerami kodominujgcymi, coumozliwia odréznienie
heterozygot od homozygot, dajac mozliwos$¢ detekcji alleli polimorficznych. Markery
RFLP mozna rowniez wykorzysta¢ do detekcji polimorfizmoéw specyficznych dla
danego locus w toku badan odrebnych gatunkéw, dzieki czemu opisano zaleznosci
wystepujace u traw (ryz, pszenica, kukurydza) i u roslin strgczkowych (soja, fasola,
groch), ujawniajgc analogie budowy genoméw charakterystyczna dla tych gatunkéw
[7,10]. llos¢ materiatu niezbedna dla analizy jest relatywnie duza (5-10 p.g), lecz ten
sam filtr zawierajacy fragmenty DNA moze by¢ hybrydyzowany z sondg wielokrotnie
przez okres kilku lat, czynigc te technologie bardzo praktyczng. Co wiecej, materiat
odpowiadajgcy setkom osobnikow moze by¢ hybrydyzowany réwnoczesnie, co umo-
zliwia tworzenie map RFLP o wysokim nasyceniu [10]. Wydaje sie, ze technika
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TABELA 1 Poréwnanie wtasciwoséci RFLP i RAPD [10, 11, 16, 17]

Podstawa oznaczenia

Typ polimorfizmu

Poziom polimorfizmu

Czesto$¢ wystepowania markeréw
w obrebie genomu

Dystrybucja

Czy wykrywa warianty alleli?
Liczba loci podlegajacych detekcji
Dziedziczenie markeréw

Cze$¢ genomu podlegajaca bada-
niom

Wykrywalne we wszystkich tkan-
kach?

Typ sondy

Wymagana jako$¢ badanego DNA

Wymagana jest znajomos¢ sekwen-
cji badanego DNA?

Detekcja z wykorzystaniem radio-
aktywnosci

Trudnosci techniczne

Wiarygodnosé

RFLP

Trawienie endonukleazg re-
strykcyjna i hybrydyzacja

Mutacje punktowe, inser-
cje, delecje
Sredni

Wysoka

W obrebie catego genomu
Tak

1-3

Markery kodominujace

Regiony kodujace

Tak

Gatunkowo-specyficzny
genomowy DNA o malej
ilosci kopii lub klony cDNA

Relatywnie czysty

Nie

Tak/nie

Umiarkowane

Wysoka

RAPD

Amplifikacja z uzyciem prime-
row o arbitralnie zadanej se-
kwencji

Mutacje punktowe, insercje, de-
lecje

Sredni

Bardzo wysoka

W obrebie catego genomu
Nie

1-10

Markery dominujace

Caty genom

Tak

Oligonukleotydy (najczesciej
dziewiecio- lub dziesieciomery)

Surowy ekstrakt (nieoczyszczo-
ny)
Nie

Nie

Niewielkie

Umiarkowana/wysoka (okazjo-

RFLP jest relatywnie pracochtonna, a stosowanie radioaktywnych sond hybrydyza-
cyjnych stanowi pewng niedogodno$¢ w pracy wielu laboratoriéw. Ponadto problemy
logistyczne zwigzane z dokumentacja i dystrybucjg duzych ilosci klondw spowolnity
rozpowszechnianie sond RFLP [10], Alternatywe dla metody RFLP stanowig tech-
niki bazujace na selektywnej amplifikacji (powielaniu) segmentéw DNA. Sg to
analizy stosunkowo proste, ale ich ograniczone zastosowanie wynika z koniecznosci
uprzedniego poznania skwencji badanego DNA [17]. Ominiecie tych niedogodnosci
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umozliwia technologia powielania DNA z wykorzystaniem dowolnych starterow
(ang. RAPD - random amplified polymorphic DNA).

2. AMPLIFIKACJA DNA Z UZYCIEM DEKAMEROW
O ARBITRALNEJ SEKWENCJI (RAPD)

Podstawag techniki RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA) jest amplifi-
kacja (powielanie) DNA bez znajomosci sekwencji matrycy. Powielanie DNA metoda
RAPD jest prowadzone w warunkach podobnych do tych, w jakich przeprowadza sie
tancuchowa reakcje polimerazy (PCR), z wykorzystaniem matrycy w postaci geno-
mowego DNA oraz pojedynczych primeréw (starterow) oligonukleotydowych -
najczesciej 10-meréw - o arbitralnej sekwencji [12, 15, 17]. Przewiduje sie, ze dla
wiekszosci roslin primery o dtugosci 9-10 nukleotydéw bedg generowaty 2-10
produktéw amplifikacji (tab. 1). Primery moga mie¢ dowolng sekwencje, o zawartosci
co najmniej 50% GC i bez wewnetrznych odwrotnych powtdrzen [16].

Wiekszos¢ genomow (od bakteryjnego po ludzki) zawiera wystarczajgcg ilos¢
miejsc hybrydyzacji krétkiego primera pod warunkiem, ze cze$¢ z nich bedzie sie
znajdowac w orientacji odwrdconej, a odlegto$¢ miedzy tymi miejscami nie bedzie
wieksza niz kilka tysiecy par zasad [11]. W zwigzku z tym amplifikacji przy pomocy
termostabilnej polimerazy podlega kilka segmentéw DNA rozproszonych w obrebie
calego genomu. Polimorfizm DNA jest wynikiem zaréwno zmian sekwencji w
miejscu przytgczania primera, zapobiegajgcych stabilnej hybrydyzacji (mutacje pun-
ktowe), jak tez zmian dtugosci matrycy, zapobiegajacych skutecznej amplifikacji
(insercje, delecje) [12]. Analiza produktéw rozdziatu na zelu agarozowym pokazuje
najczesciej brak jednego lub kilku prazkow, albo tez pojawienie sie nowych produ-
ktéw (rys. 1). Tego typu polimorfizm jest specyficzny dla poszczegdlnych gatunkow,
odmian badz linii wsobnych iulega dziedziczeniu podobnie jak markery dominujgce
(wizualizacji podlega tylko jeden allel znajdujgcy sie w danym locus) [11, 17], Kazdy
amplifikowany produkt (prazek) jest rezultatem hybrydyzacji primera do matrycy w
obrebie dwo6ch miejsc przytgczania primera. Typowa reakcja amplifikacji z piecioma
gtownymi produktami rozdziatu “skanuje” (przeszukuje, analizuje) ok. 100 nukleo-
tydow matrycy, natomiast pojedynczy prazek RFLP otrzymany w wyniku analizy
Southern biot z uzyciem enzymu restrykcyjnego rozpoznajacego 6 zasad “skanuje”
tylko 12 (6 + 6) nukleotydow. Wydaje sie, ze polimorfizm DNA tatwiej zidentyfiko-
wacé przy pomocy markeréw RAPD, w poréwnaniu z sondami RFLP. Ten fakt czyni
markery RAPD szczeg6lnie cennymi dla badan gatunkéw mniej polimorficznych, np.
soi czy pomidora [19]. Niekiedy podczas analizy RAPD moga sie pojawi¢ problemy
z uzyskaniem powtarzalnosci. Zalezg one gtdwnie od stezenia DNA oraz od warun-
kow reakcji (profilu termicznego podczas amplifikaciji).
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Generowanie markerow RAPD

Rys. 1. Amplifikacja przypadkowych sekwencji z wykorzystaniem pojedynczych, krétkich primeréw (10-meréw)
[16]. Hipotetyczne miejsca przytaczenia primeraw obrebie niewielkiego regionu genomu zaznaczono ponumerowa-
nymi strzatkami. Tylko primery w pozycjach 4 i 5w przypadku linni rodzicielskiej A, oraz 6 i 8 (linia B) znajduja sie
we whasciwej orientacji i odlegtosci umozliwiajacej amplifikacje produktu w kolejnych cyklach reakcji. Zniszczenie
miejsca nr 5w DNA linii B mogto nastapi¢ w wyniku rearanzacji chromosomu. Powstato natomiast nowe miejsce
przytaczenia primera (nr 8), w oddzielnym locus, co umozliwito amplifikacje jeszcze jednego, nowego produktu.
Porownanie produktéw reakcji (rozdziat elektroforetyczny)wykazato, iz linia B utracita produkt generowany wskutek
przytaczenia w miejscach 4 i5, za$ wérdéd produktéw amplifikowanych na matrycy A nie zaobserwowano generowa-
nego wskutek przytaczania primeraw miejscach 6 i 8. Inne obserwowane produkty amplifikacji sa tej samej wielkosci,
jesli loci obydwu linii rodzicielskich sg te same (maja te sama strukture i lokalizacje). Dalszym etapem tego typu
badan jest analiza segregacji ustalajgca, czy loci analizowane w toku RAPD segreguja niezaleznie, czy tez sa sprzezone
(kosegreguja)
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3. WYKORZYSTANIE SYSTEMOW MARKEROWYCH

3.1. MAPOWANIE GENETYCZNE

Mapy genetyczne roslin konstruowano dotychczas gtownie przy uzyciu RFLP.
Ograniczone stosowanie do tych celéw techniki RAPD jest zwigzane z charakterem
markeréw. Sg to markery dominujace idlatego koniecznajest identyfikacja regionéw
heterozygotycznych za pomocg dwdch Scisle sprzezonych marker6w RAPD, z kt6-
rych kazdy jest amplifikowany z matrycy stanowigcej DNA innego organizmu rodzi-
cielskiego (komponenty krzyzowki). Sg one uzywane tgcznie; amplifikacja obu
diagnozuje heterozygotyczny region genomu z marginesem btedu rGwnym procento-
wi rekombinacji pomiedzy dwoma markerami [17]. Stosowanie par markerow RAPD
wymaga uzywania dwa razy wiekszej ilosci primeréw w poréwnaniu z markerami
kodominujgcymi (RFLP).

Alternatywa dla tego podejécia moze byé wykorzystanie produktéw RAPD jako
sond do detekcji RFLP. Jest rowniez mozliwe iloSciowe oznaczenie produktu (inten-
sywnosci pragzka) RAPD zuzyciem standardowych technik densytometrycznych przy
zatozeniu, ze dany fragment DNA pochodzacy z regionu heterozygotycznego stanowi
potowe produktu (intensywnosci prazka) pochodzacego z regionu homozygotycznego
[17].

Marker RAPD wykryty jako segment DNA amplifikowany z matrycy tylko jedne-
go organizmu rodzicielskiego w krzyzéwce genetycznej, segregujgcy w potomstwie,
zostaje przypisany do okre$lonego locus na mapie genetycznej. Nalezy jednak mieé
na uwadze, iz marker mapowany w jednej krzyzéwce moze by¢ niepolimorficzny w
innej (gdy skrzyzowano innych rodzicow). W takich przypadkach konieczne jest
znalezienie polimorfizmu w danym locus z uzyciem innej metody. Pragzek RAPD
amplifikowany z DNA obu rodzicéw moze by¢ analizowany przy uzyciu enzymoéw
restrykcyjnych, zaréwno przed jak i po amplifikacji, w celu identyfikacji polimorfi-
zmu miejsca restrykcyjnego lezagcego pomiedzy miejscami przylgczenia primera.
Réznice w strukturze drugorzedowej DNA, wynikajace z r6znic w sekwencji, mozna
wykaza¢ na gradientowym zelu denaturujgcym lub na zelu natywnym, poprzez
analize polimorfizmu konformacji pojedynczej nici (ang. single-strandedconforma-
tion polymorphism - SSCP). Alternatywnie, wcze$niej oznaczony produkt moze by¢
uzyty jako sonda w celu detekcji RFLP lub moze by¢ sekwencjonowany w celu
oznaczenia polimorfizmu sekwencji [17].

W ciggu ostatniego roku zmapowano wiele loci zardwno cech jako$ciowych
(gtéwnie odpornosci na choroby), jak i ilosciowych u réznych gatunkéw roslin,
szczegOlnie uprawnych. Analiza prostych i ztozonych cech genetycznych wymaga
podobnego zestawu kryteriéw selekcyjnych dla wiasciwego wyboru technologii
markeréw DNA.

3.1.1. Mapowanie cech jako$ciowych

Proste cechy genetyczne, ktére sg dziedziczone jakoSciowo, sg zwykle mapowane
w segregujacych populacjach reprezentujagcych 200 réznych gamet. ldentyfikowane
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w ten sposob polimorfizmy wystepujg w obrebie catego genomu w odlegtosci okoto
20 ¢cM [7]. Aby mozliwa byta analiza kilkuset markeréw w populacji segregujacej,
wybrana metoda musi by¢ dostatecznie tatwa do przeprowadzenia. Dla prostych cech
genetycznych ich rodzicielskie Zrodto jest zwykle znane, co pozwala na wydajne
wykorzystanie sprzezonych z tg cechg markeréw dominujgcych. Inaczej moéwigac,
markery dominujgce amplifikowane jako sprzezone zcechgrodzica-dawcy (donora),
zarbwno w populacji F2 jak i w krzyzéwce wstecznej, sg tak samo wydajne jak
markery kodominujgce. Dla bardziej ztozonych cech genetycznych faza sprzezenia
nie zawsze jest znana. W tym przypadku markery kodominujgce majg przewage,
poniewaz dostarczajg informacji o sprzezeniach dotyczacych segregujacych regiondw
genomowych pochodzacych od obydwojga rodzicow. Mozliwe jest réwniez wyko-
rzystanie markeréw dominujacych, stosujac dwa razy wiekszg liczbe markeréw
sprzezonych z cechg kazdego z rodzicow.

3.1.2. Mapowanie cech ilosciowych

Istotne wyzwanie dla oznaczerh wykorzystujagcych markery molekularne stanowi
analiza cech ilosciowych. Mapowanie cech multigenowych lub ilosciowych wymaga
badania duzych populacji w celu uzyskania wystarczajacego rozktadu statystycznego.
Zmiennos$¢ cech ilosciowych ma charakter cigglty, wynikajacy z naktadania sie sko-
kowej zmiennosci mutacyjnej i modyfikacyjnych wptywow Srodowiska. Analiza
molekularna tego typu zmiennosci opiera sie na zatozeniu, iz pojedyncze osobniki,
wchodzgce w sktad badanej populacji, wykazujgce skrajne wartosci fenotypowe dla
mierzonej cechy, r6znig sie potencjalnie w najwiekszej liczbie loci kontrolujgcych te
ceche. Genotypy tych osobnikéw sg uwazane za najbardziej informaty wne (wniosek
taki opiera sie na przypuszczeniu, iz alle te sg wysoce zasocjowane) [16]. Szybka
identyfikacje markerow sprzezonych z loci kontrolujgcymi cechy iloSciowe mozna
przeprowadzi¢ metodg RAPD, analizujgc mieszaniny zawierajgce DNA osobnikow
o skrajnych fenotypach.

Poprawno$¢ tego podejscia zwieksza zastosowanie tzw. zrekombinowanych linii
wsobnych (ang. recombinant inbred lines - RILs) [16, 17], Szczeg6lnie przydatne do
tych celéw sg rodziny podwdjnie haploidalne, poniewaz w ich przypadku nie wyste-
pujg efekty zwigzane z dominacjg, a dane na temat sprzezenia mogg by¢ otrzymane
bezposrednio. Takie rodziny moga by¢ reprodukowane na szeroka skale, a to utatwia
podziat totalnej zmiennosci fenotypowej na komponenty dziedziczne i niedziedzicz-
ne. To podejscie, zwane “mapowaniem zlokalizowanym” (ang. localized mapping)
jestjuz uzywane do mapowania cech jakosciowych w RILs Arabidopsisthaliana [13].

3.2. IDENTYFIKACJA MARKEROW ZNAJDUJACYCH SIE
W NIEWIELKIEJ ODLEGLOSCI OD BADANEGO LOCUS

Analizy zréznicowania genetycznego przeprowadzane metodg RAPD umozliwia-
jg szybkie oznaczenie tysiecy loci rozproszonych w obrebie genomu. Nalezy jednak
okresli¢, ktére z markeréw lezg najblizej badanego genu. Do tego celu mozna
wykorzysta¢ dwie strategie, obie polegajace na analizie populacji niemal jednorod-
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nych genetycznie, z wyjatkiem regionéw bezposrednio sasiadujgcych z genem doce-
lowym.

Pierwsza strategia wykorzystuje linie prawie izogeniczne (ang. near-isogenic lines
- NILs) [4, 14,16,17]. Sg one generowane w procesie powtarzajacych sie krzyzéwek
wstecznych z selekcjg w kierunku pozadanej cechy charakterystycznej w kazdym
cyklu krzyzowania. Te procedure wykorzystuje sie do produkcji genotypow, ktére sg
istotnie identyczne we wszystkich loci genowych z wyjatkiem regionu otaczajgcego
gen podlegajacy selekcji. Tworzenie takich linii moze trwac lata, czesto jednak wiele
z nich powstaje jako produkt uboczny rutynowych hodowli. Duze prawdopodobien-
stwo, iz kazdy wykryty polimorfizm bedzie sie znajdowat w niewielkiej odlegtosci
od badanego genu, dostarcza skutecznych $rodkéw do identyfikacji markerdéw sprze-
zonych z interesujgcymi cechami.

Drugie podej$cie - czeSciej stosowane - poleganatzw. masowej analizie segregacji
(ang. Bulked Segregant Analysis — BSA), opisanej przez Michelmore i wsp. [8].
Opiera sie ono na podobnych przestankach, a wykorzystuje mieszaniny DNA pocho-
dzace z homozygotycznych osobnikow F2.

Masowa analiza segregacji moze by¢ przeprowadzonatechnikg RFLP badZ RAPD.
W populacji segregujgcej ekspresja badanej cechy stanowi kryterium podziatu osob-
nikéw na dwie grupy. Grupy te bedg sie réznity w loci sprzezonym z cechg, lecz
regiony niesprzezone beda segregowaty przypadkowo. Materiat genetyczny (DNA)
kazdej z grup jest gromadzony oddzielnie (fagczony) - idwie tak powstate pule DNA
sg testowane ze wzgledu na polimorfizmy RAPD lub RFLP. Markery polimorficzne
interpretuje sie jako sprzezone z cechg badana.

Powyzsza strategia umozliwita zmapowanie metodg RAPD genu odpornosci na
biatg rdze pecherzykowgq sosny (Pinus lambertiana Dougl.), wywotywang przez
Cronartium ribicola Fish. [2]. Drzewa le$ne sg trudnym obiektem analiz genetycz-
nych, gtéwnie z powodu dtugiego czasu trwaniajednego pokolenia, barier krzyzowa-
nia oraz braku informacji na temat sprzezenia genetycznego. Jednak prawdopo-
dobnie najwiekszg przeszkodg w mapowaniu i klonowaniu gendw jest wielkos$¢
genomu sosny. U P. lambertiana przekracza ona 40-krotnie wielko$¢ genomu pomi-
dora. W badaniach wykorzystano megagametofit - haploidalng tkanke nasienia,
produkt mejozy stanowiagcy mateczny udziat w zarodku. Wykorzystanie megagame-
tofitu stworzyto mozliwos$¢ bezposredniej analizy dziedziczenia loci genetycznych
bez uzywania krzyzéwek kontrolnych, ktdre sa kosztowne i czesto niemozliwe do
wykonania. Segregacja heterozygotycznego loci w tkance haploidalnej przy pomocy
RAPD jest zdefiniowana przez obecnos$¢ produktu amplifikacji lub jego brak w
stosunku 1:1, w ten spos6b znacznie upraszczajac analize danych. W badaniach, poza
krzyzéwka kontrolng, gdzie osobnik zenski byt heterozygotg (Rr), za$ meski -
homozygota recesywng (rr), wykorzystano nasiona czterech drzew dziko rosngcych.
Potomstwo uzyskane z nasion analizowano ze wzgledu na odpornos$¢ (inokulacja), po
czym kazda z rodzin podzielono na dwie grupy: wrazliwg i odporng, a nastepnie
poddano analizie BSA, wykorzystujac do tego celu 800 dekanukleotydéw. Zidentyfi-
kowano 10 loci sprzezonych z genem odpornosci na C. ribicola. Szes¢ sposrod tych
markeréw znajdowato sie w obrebie 5 cM odlegtosci od genu, w tym jeden z nich -
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w odlegtosci 0,9 cM. Te i inne markery otrzymane z zastosowaniem powyzszego
podejscia moga umozliwi¢ klonowanie tego waznego genu na bazie mapy. Metoda
BSA jest stosowana dla szeregu cech dziedziczonych w sposdb prosty, czynigc
wyprowadzanie NILs lub konstrukcje map niekoniecznym warunkiem identyfikacji
sprzezen markeréw DNA z badanymi cechami. Technika ta moze by¢ wykorzysty-
wana w badaniach kazdego rozmnazajgcego sie ptciowo organizmu, gdzie segregu-
jace populacje sg uzywane do konstruowania genetycznych map sprzezen. Podejscie
to jest szczegdlnie atrakcyjne dla analiz regionéw chromosomowych, w obrebie
ktérych wystepuje niewiele markerow (centromery, korice grup sprzezen), lecz dostep
do nich powinien by¢ zdefiniowany przez markery flankujgce. Co wiecej, rézne pule
DNA moga by¢ sporzgdzone z tej samej populacji segregujacej [16].

Obie wyzej opisane strategie, uzyte w zestawieniu z wysokowydajng technologia
markerowg, pozwalajg na testowanie tysiecy loci i na selektywng identyfikacje tych
zwigzanych z badanym genem. Co wiecej, moze to by¢ osiggniete bez posiadania
mapy genetycznej gatunku. Skuteczno$¢ NILs i BSA zostata dowiedziona w przypad-
ku wielu gatunkéw roslin, a ostatnio podejscia te byty réwniez wykorzystywane w
genetycznych badaniach ssakéw [14].

3.3. IDENTYFIKACJA HYBRYDOW SOMATYCZNYCH

Nowe mozliwosci, zwigzane z zastosowaniem markeréw genetycznych, pojawity
sie rGwniez w programach hybrydyzacji somatycznej [16]. W drodze fuzji protopla-
stow pozwala ona na transfer potencjalnie uzytecznych cech pomiedzy nie krzyzuja-
cymi sie (niekompatybilnymi) ptciowo gatunkami roslin. Gtéwnym ograniczeniem
dla wydajniejszej eksploatacji tej metody jest brak odpowiednich sposob6w jedno-
znacznej identyfikacji hybrydéw jadrowych. W tym celu stosuje sie obecnie kilka
metod:

- taczenie protoplastow etiolowanych z protoplastami mezofilu zielonych lisci i
manualng izolacje heterokariontow,

- genetyczng komplementacje mutantow auksotroficznych,

- fuzje réznych linii opornych na antybiotyki i/lub herbicydy (otrzymanych uprze-
dnio w wyniku transformacji roslin).

Przy braku systemu selekcji prowadzi sie obserwacje zywotnosci hybrydu, ozna-
czenia izozyméw i biatek oraz RFLP. Metody te sg stosunkowo czasochtonne i
kosztowne. Ostatnio metodg RAPD przetestowano szereg dziesieciomeréw w celu
wyodrebnienia tych zdolnych do generowania dominujgcych polimorficznych produ-
ktow amplifikacji z kazdego z rodzicow podlegajacych fuzji. Domniemane hybrydy
miedzy- i wewnatrzspecyficzne byly analizowane z wykorzystaniem wyselekcjo-
nowanych primeréw, co pozwolito najednoznaczng identyfikacje heterokariontéw na
podstawie ich profili molekularnych, ktdre reprezentujg kombinacje profili genoty-
péw donorowych. Przez identyfikacje hybrydéw somatycznych we wczesnym sta-
dium procesu regeneracji technologia RAPD moze stworzy¢ znaczacy wkiad do
zwiegkszenia wydajnosci programéw hybrydyzacji somatycznej [16].
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3.4. TAKSONOMIA MOLEKULARNA

Przy zastosowaniu amplifikacji metodg RAPD mozliwe jest wykrycie zmian
pojedynczych nukleotydow w miejscu przytgczania primera. Wynika z tego, ze
markery RAPD powinny by¢ wysoce uzyteczne dla analiz filogenetycznych blisko
spokrewnionych osobnikdw, ale mniej uzyteczne w przypadku gatunk6w genetycznie
odlegtych. Przyktadem takich badarh moze by¢ analiza dziesieciu réznych gatunkéw
z rodzaju Glycine [17]. Jej celem byta identyfikacja cech wewnatrz- i miedzygatun-
kowych. Przy uzyciu pieciu primerow RAPD zidentyfikowano 61 rdznych cech
charakterystycznych, z czego 17 okazato sie by¢ cechami miedzygatunkowymi, za$
44 wystepowaty tylko w obrebie poszczegélnych gatunkéw. Analiza RAPD pozwo-
lita zidentyfikowac zaréwno poszczegdlne gatunki, jak irdézne izolaty tych samych
gatunkow. W wyniku hybrydyzacji zodpowiednig sondg stwierdzono tozsamos$¢ cech
1 2 oraz potencjalng btednag klasyfikacje cechy 3 w przypadku G. tabaccina i G.
tomentella. Wobec tego dokonano hybrydyzacyjnego sprawdzenia prawidtowosci
klasyfikacji dla dziewieciu réznych cech - sposrdd nich tylko jedna mogtaby byé
potencjalnie btednie przyporzagdkowana (na podstawie analizy rozdziatu na zelu). Ten
szczegdlny btagd mdgtby by¢ ominiety przez rozdziat na dtuzszym zelu analitycznym.

3.5. GENETYKA POPULACYINA

Markery DNA sgwykorzystywane do mierzenia podobiefnstwa pomiedzy pojedyn-
czymi osobnikami w obrebie populacji naturalnych badz sztucznych (otrzymanych w
wyniku hodowli), wchodzacych w skiad gatunku [17]. W trakcie pordwnywania
relatywnych wydajnosci markerow RAPD i RFLP bierze sie pod uwage fakt, iz
zastosowanie pojedynczego primera RAPD zwykle prowadzi do amplifikacji kilku
niezaleznych loci genetycznych, nie umozliwia natomiast identyfikacji obecnosci
kilku alleli. Sondy RFLP wykorzystuje sie do detekcji tylko jednego lub niewielkiej
liczby loci o komplementarnej sekwencji nukleotydowej, lecz moga by¢ one uzyte do
wykrywania obecnosci alleli wielokrotnych w kazdym locus (dzieki odchyleniom w
wielkosci fragmentéw RFLP). W ten spos6b np. u kukurydzy rozrézniono 8 alleli w
pojedynczym locus, podczas gdy u soi wiekszo$¢ sond RFLP nie wykrywata wiecej
niz 2 allele w kazdym z dwu homologicznych loci [17]. Stagd wniosek, ze uzycie sond
RFLP jest wskazane w toku badan nad populacjami tak réznorodnymi genetycznie,
jak populacje kukurydzy, natomiast markery RAPD bytyby odpowiednie do analizy
populacji bardziej jednolitych (wsobnych), takich jak w przypadku soi.

4. PERSPEKTYWY

Zaréwno genetycy, jak i hodowcy roslin, coraz czeSciej siegajg po techniki umo-
zliwiajace szybka identyfikacje polimorfizmoéw na poziomie sekwencji DNA. Wydaj-
ne ich zastosowanie bedzie jednak zalezato od rozwoju tanich iszybkich technologii,
ktore zautomatyzujg oznaczenia genetyczne na wzor diagnostyki klinicznej [7, 10].
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Istotne znaczenie maréwniez odpowiednie wykorzystanie technologii komputerowej,
stuzacej gromadzeniu i udostepnianiu ztozonych danych w przystepnej formie. Mimo
znacznego postepu dokonanego w tych dziedzinach wiele jest jeszcze do zrobienia.
Technologie markerowe sg wykorzystywane w strategiach klonowanianabazie mapy.
Tradycyjnie, markery DNA sg uzywane jako miejsca startu dla “chromosome walks”.
Mozliwo$é tworzenia map genetycznych i fizycznych o wysokiej gestosci $cisle
skupionych regionéw doprowadzita do rozwoju strategii “chromosome landing” [14],
w ktérej markery molekularne sg uzywane w celu jednoznacznej identyfikacji duzych
klonéw DNA zawierajacych ciekawe geny. Takie strategie klonowania pozycyjnego
opierajg sie na dwaéch przestankach:

- mozliwosci identyfikacji duzej liczby markeréw polimorficznych dla badanych
regionéw genomu,

- mozliwosci przyporzadkowania tych markeréw bardzo krétkim odlegto$ciom
genetycznym.

Technologia RAPD umozliwia wydajne generowanie polimorfizmow. Masowa
analiza segregacji (BSA), gdzie markery sg identyfikowane jako bedgce w sprzezonej
nierébwnowadze z badang cecha, dostarcza srodkow do kierowania takich markeréw
do $cisle okreslonych regiondw genomu. Wydajne mapowanie duzych populacji
umozliwity strategie opierajace sie na grupowaniu populacji zrekombinowanych
(RILs) i analizowaniu ich w partiach. Pewne geny sklonowano z wykorzystaniem
strategii izolacji pozycyjnej. Rozwdj tych nowych strategii powinien pozwoli¢ na
zwiekszenie liczby genéw klonowanych w ten spos6b w ciggu najblizszych lat.
Ostatnio wiele osiggnieto w kwestii zrozumienia struktury i organizacji genomow
roslinnych przez odkrycie i wykorzystanie molekularnych form polimorfizmdw.
Kluczem do przysztego postepu jest opracowanie odpowiedniej technologii stuzacej
wykorzystaniu tej zmiennoSci w szerszym spektrum organizméw. RAPD to klasa
markeréw genetycznych, ktére w przysztosci bedg istotne w programach obejmuja-
cych profilowanie DNA, genetyke populacyjng, mapowanie genetyczne, systematyke
molekularng oraz selekcje w przypadku uprawy roslin i hodowli zwierzat. O tak
szerokim zastosowaniu decydowaé bedzie prostota podejscia, umozliwiajgca jego
wykorzystanie w stosunkowo skromnie wyposazonych laboratoriach, eliminacjauzy-
wania radioizotopdw oraz potencjalna tatwo$¢ wymiany informacji i wspotpracy
miedzy placowkami badawczymi.
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KATALITYCZNE RNA JAKO POTENCJALNE
CZYNNIKI TERAPEUTYCZNE

CATALYTIC RNAS AS POTENTIAL THERAPEUTIC AGENTS

Maciej SZYMANSKI, Jan BARCISZEWSKI

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk, Poznan

Streszczenie: Kwasy rybonukleinowe oprécz swojej podstawowej funkcji kodowania i odczytywania
informacji genetycznej moga réwniez petnié¢ role biokatalizatoréw (enzymoéw). Najczestszg aktywnoscig
takich RNA (rybozymoéw) jest hydroliza wigzania fosfodwuestrowego w kwasach rybonukleinowych.
Dla rybozyméw wirusowych typu hammerhead, hydroliza zachodzi po charakterystycznej sekwencji
GUC, natomiast RNA rybonukleazy P hydrolizuje substraty o strukturze podobnej do tRNA. RNA
wykazujace aktywno$¢ nukleolityczng moga zosta¢ wykorzystane jako czynniki w terapii genowe;j.
Dotychczasowe, wstepne badania in vivo wykazaty mozliwo$¢ zastosowania rybozymoéw w leczeniu
choréb wywotywanych przez RNA wirusy (AIDS) czy choréb nowotworowych.

Stowa kluczowe: rybozymy, katalityczne RNA, terapia genowa

Summary’” Besides their primary function in encoding and decoding of genetic information, ribonucleic
acids can serve as biocatalysts (enzymes). Most of such RNAs (ribozymes) catalyse the hydrolysis of
phosphodiester linkages in ribonucleic acids. In viral hammerhead ribozymes the cleavage site is located
downstream to the GUC sequence, whereas ribonuclease P RNA hydrolyses substrates with structures
resembling tRNA. The catalytic activities of RNAs can be used in gene therapy. Studies on action of the
ribozymes in vivo indicate that they may proove to be efficient agents in therapy of viral diseases (AIDS)
or cancer.

Keywords: ribozymes, catalytic RNA, gene therapy

1. KATALIZA RNA - WPROWADZENIE

Do poczatku lat osiemdziesigtych panowato powszechne przekonanie, ze kierunek
przeptywu informacji genetycznej, a co za tym idzie funkcje poszczeg6lnych makro-
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czasteczek biologicznych sg zgodne z centralnym dogmatem biologii molekularnej.
Zaktadat on, ze kwasy nukleinowe sgjedynie noSnikami informacji (DNA, mRNA)
oraz czesciowo petnig funkcje strukturalne (rybosomalne RNA), a wszystkie wiasci-
wosci katalityczne nalezg do biatek. W latach osiemdziesigtych stwierdzono, ze
niektore reakcje zachodzace w komérce sa catkowicie zalezne od RNA, ktéry petni
w nich funkcje katalizatora - enzymu. Dla opisu tego procesu zaproponowano nowy
termin: rybozym (rybo-enzym). Pierwszym przyktadem reakcji katalizowanej przez
RNA byta rybonukleaza P (Rnaza P) z Escherichia coli [1]. Enzym ten jest odpowie-
dzialny zadojrzewanie pierwotnych transkryptéw genéw tRNA, majacych dodatkowe
sekwencje przy koncu 5°. W wyniku reakcji katalizowanej przez Rnaze P odcinany
jest 5°-koncowy fragme..: pierwotnego transkryptu i tym samym generowany jest
prawidtowy koniec 5" dojrzatego tRNA. W skiad enzymu wchodzg dwie podjedno-
stki: podjednostka RNA (u E. coli zwana M|l RNA) odpowiedzialna za aktywno$¢
katalityczng oraz podjednostka biatkowa, petnigca funkcje stabilizujgcg. Dla aktyw-
nosci enzymu in vivo niezbedna jest obecno$¢ obydwu sktadnikéw, podczas gdy w
warunkach in vitro mozna uzyskac petng aktywno$¢ katalityczng izolowanej podjed-
nostki RNA. RNaza P jest enzymem wystepujacym powszechnie w catym Swiecie
organicznym [1]. Jest to jednocze$nie jedyny, naturalnie wystepujacy rybozym wy-
kazujacy podstawowgq ceche charakteryzujcg enzymy biatkowe - mozliwo$¢ wielo-
krotnego katalizowania reakcji.

Drugg klase rybozymow stanowig samowycinajgce sie introny grupy I, wystepu-
jace przede wszystkim w pierwotnych transkryptach rybosomalnych RNA i tRNA.
Reakcja katalizowana przez te klase czasteczek polega na dokonaniu wewnatrz-
czasteczkowego przeciecia tafcucha RNA w miejscu potgczenia egzon-intron, a
nastepnie ligacji egzondw. Najlepiej poznanym przedstawicielem tej klasy RNA jest
intron prekursorowego rybosomalnego RNA z Tetrahymena termophila [4]. W prze-
ciwienstwie do rybonukleazy P dla aktywnosci tego rybozymu nie jest wymagana
obecnos$¢ zadnego biatka. Jedynym niezbednym kofaktorem tej reakcjijest nukleotyd
guaninowy, ktéry po zwigzaniu w odpowiednim miejscu w strukturze intronu inicjuje
reakcje transestryfikacji [4]. Intronéw grupy | nie mozna nazwac¢ prawdziwymi
enzymami. Kazdy z nich katalizuje tyko jedng reakcje, i ich aktywnos$¢ katalityczna
konczy sie w momencie samowyciecia z prekursorowego RNA. Introny grupy I
stanowig wiec pewne domeny RNA wykazujgce wiasciwosci katalityczne.

Inng grupe rybozymoéw stanowiag rybozymy wirusowe i wiroidowe typu hammer-
head i hairpin. Podobnie jak w przypadku intronéw grupy | rybozymy te w swoim
naturalnym otoczeniu stanowig pewne domeny genomu wirusowego, odpowiedzialne
za autohydrolize czgsteczki RNA [29]. Sg one odpowiedzialne za fragmentacje
dimerycznych produktow replikacji genomu wirusowego do pojedynczych jednostek
genomowego RNA. W tym przypadku fragment RNA, ulegajacy hydrolizie petni role
substratu, natomiast domena petnigca funkcje katalityczne jest odpowiednikiem en-
zymu. Podobnie jak w przypadku introndw grupy |, kazdy naturalnie wystepujacy
rybozym wirusowy katalizuje tylko jedng reakcje. W przypadku naturalnych rybozy-
mow hammmerhead i hairpin substrat ienzym sg fragmentamijednej czgsteczki RNA.
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Istnieje jednakze mozliwos$¢ ich rozdzielenia i stworzenia dwusktadnikowego rybo-
zymu [12].

2. KWASY RYBONUKLEINOWE O AKTYWNOSCIACH
NUKLEOLITYCZNYCH

Stwierdzenie aktywnosci hydrolitycznych RNA stato sie impulsem do poszukiwa-
nia mozliwosci ukierunkowania jej na pewne unikalne miejsca w okreslonych, sub-
stratowych czasteczkach RNA. Rybozymy rozpoznajace okres$lone sekwencje lub
struktury RNA mogtyby zosta¢ wykorzystane do selektywnej inaktywacji (poprzez
hydrolize) konkretnych, docelowych RNA. Gtdwnym motorem tych badan jest po-
szukiwanie skutecznych metod zwalczania choréb wywotywanych przez wirusy,
ktorych materiatem genetycznym jest RNA (np. retrowirusy).

Dostarczenie do zainfekowanych komorek rybozymoéw zdolnych do specyficznego
rozpoznania i niszczenia genomowego RNA wirusowego stanowitoby szanse na
zatrzymanie jego namnazania [2,8]. Gtéwnymi kandydatami mogacymi znalez¢ za-
stosowanie w takiej rybozymowej terapii genowej sg dwa typy katalitycznych RNA:
rybonukleaza P oraz rybozymy typu hammerhead.

21 RYBONUKLEAZA P

Naturalnymi substratami dla rybonukleazy P sg pierwotne transkrypty gendéw
tRNA, zawierajgce przedtuzenie przy koicu 5°. Substratami dla RNazy P sg trans-
krypty roznych genow tRNA, ktdre nie wykazujg wysokiego podobienstwa sekwencji
nukleotydowej. Z drugiej strony wiadomo, ze wszystkie tRNA charakteryzujg sie
podobng strukturg przestrzenna, ktorajest decydujagcym czynnikiem w odddziatywa-
niu z rybonukleazg P. Naj lepiej poznanym enzymem tej grupy jest RNaza P z E. coli.
Badania wymagan strukturalnych, jakim powinien odpowiada¢ substrat, wykazaty,
ze dla rozpoznania tRNA przez bakteryjng rybonukleaze P konieczne sg ramiona
akceptorowe irybotymidyny [17]. Ponadto dla petnej aktywnosci katalitycznej RNazy
P konieczna jestjednak obecno$¢ w substracie pewnych statych elementéw, chara-
kterystycznych dla tRNA. Sgto sekwencja CCA przy koncu 3’ oraz sekwencja UUC
w petli rybotymidyny (rys.l).

Intensywne badania prowadzone sg rowniez nad ludzkg RNazg P. 1lo$¢ informacji
0 tym enzymie jest znacznie mniejsza niz w przypadku RNazy P z bakterii. Wiadomo
jednak, ze w przeciwienstwie do enzymu z bakterii sktadnik RNA in vitro nie
wykazuje aktywnos$ci enzymatycznej bez podjednostki biatkowej. Enzym ten wyka-
zuje réwniez znacznie wyzsze wymagania w stosunku do substratu. Dla peinej
aktywnos$ci enzymu wymagana jest niemal cata czasteczka tRNA. Nie obserwowano
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znacznego obnizenia aktywnosci enzy-
mu po usunieciu z substratu ramienia i
petli dwuhydrourydyny lub ramienia i
petli antykodonu [31],

Stosunkowo niewielkie wymagania
strukturalne, jakie musi spetnia¢ Sub-
strat dla RNazy P oraz jej powszechne
wystepowanie we wszystkich komor-
kach tak prokariotycznych, jak i euka-
riotycznych sprawiajg, ze enzym ten
stanowi potencjalnie dobry punkt wyj-
$cia dla stworzenia uktadu, pozwalaja-
cego na specyficzne kontrolowanie
(inhibicje) ekspresji wybranych gendw.
Badania in vitro wykazaty, ze zaréwno
rybonukleaza P z E. coli, jak i enzym
ludzki rozpoznaja i specyficznie hydro-
lizujg hybrydowe substraty (rys. 2). Je-
den z elementéw tego typu substratu
stanowi czasteczka docelowego RNA
(moze to by¢ dowolny RNA) natomiast
druga czgsteczka (EGS - ang. external
guide sequence) zawiera elementy
charakterystyczne dla tRNA i wymaga-
ne dla rozpoznania przez enzym [10].
Po zwigzaniu EGS z komplementarnym

Rys. 1. Eleme{wty struktury tRNA istotne dla rozpoznani_a odcinkiem docelowego RNA powstaje
przez bakteryjna rybonukleaze P. Fragment czasteczki, R R .
ktéry moze zosta¢ usuniety bez wpltywu na aktywnos$¢ kompIEKS o strukturze przypominajgcej
enzymu jest zacieniowany. Nukleotydy szczegoInie wazne ~ Naturalny substrat, co zapewnia specyfi-
dla oddziatywania z RNazg P przedstawiono na czarnym czng hyd I’O“Z@ wiqzania fosfodwuestro-
te wego. Warunkiem hydrolizy docelo-

wego RNA in vivo w tym przypadku

jest obecnosé w komérce czasteczek EGS. Wykorzystujagc to podejscie udato sie
uzyskac inhibicje ekspresji genu acetylotransfetazy chloramfenikolu (CAT) w kultu-
rach komoérek raka ptuc, przez transfekcje plazmidem zawierajgcym gen kodujacy
EGS (rys. 2) [32]. Inna mozliwo$¢ wykorzystania katalitycznych wiasciwosci
RNA rybonukleazy P polega na uzyciu hybrydowego rybozymu ztozonego z RNA
RNazy PE. coli (M1RNA), do ktérego przy koricu 3’ dotgczonajest krotka sekwencja
EGS specyficznie rozpoznajgca substratowy RNA [3]. Substrat hydrolizowany przez
M|l RNA tworzy sie poprzez zwigzanie EGS z komplementarnym fragmentem
docelowej czgsteczki RNA (rys. 2). Strategia ta zostata z powodzeniem wykorzystana
dla inhibicji ekspresji kinazy tymidynowej (TK) wirusa HSV-1 w komoérkach HelLa
[16]. Komérki, w ktorych uzyskano ekspresje MI1GS (hybrydowa czasteczka M
RNA z EGS), w poréwnaiu z komdérkami kontrolnymi wykazywaty znacznie nizszy
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Rys. 2. Strategie wykorzystania rybonukleazy P in vivo. Miejsca hydrolizy RNA zaznaczone sg strzatkami. (A)

Hybrydowy substrat dla RNazy P z E. coli. N-N oznacza sparowane nukleotydy, EGS - czgsteczka kierujgca enzym

do wtasciwego miejsca hydrolizy w substracie. (B) Hybrydowy substrat dla ludzkiej RNazy P ztozony z mRNA

kodujacego acetylotransferaze chloramfenikolu i odpowiedniej czasteczki EGSCAT. (C) Schemat dziatania M| GS.
Do M| RNA z E. coli dotgczony jest fragment komplementarny do docelowego mRNA

(do 80%) poziom zar6wno mRNA kodujacego TK, jak i samego biatka [16]. Jak juz
wspomniano, katalityczna aktywno$¢ M1 RNA (bez udziatu podjednostki biatkowej)
in vitro wysokiego (do 60 mM) stezenia jonéw Mg + [1], ktére nie wystepuje w
komérce. In vivo funkcje stabilizacji aktywnej struktury RNA petni biatko. Wydaje
sie, ze aktywnos$¢ bakteryjnego RNA rybonukleazy P w komérkach eukariotycznych,
uwarunkowana jest stabilizujgcym dziataniem biatek komérkowych. Mozliwe ze
funkcje te spetnia biatkowy sktadnik ludzkiej rybonukleazy P.

2.2. RYBOZYMY TYPU HAMMERHEAD

Naturalnie wystepujace rybozymy wirusowe typu hammerhead i hairpin nie sg
prawdziwymi enzymami. Nie sg one zdolne do wielokrotnego przeprowadzania tej
samej reakcji a fragmenty sekwencji RNA stanowigce enzym i substrat znajdujg sie
w tej samej czasteczce [29]. W przypadku rybozyméw zaréwno hammerhead, jak i
hairpin mozliwe jest rozdzielenie elementéw substratu i enzymu [12]. Z punktu
widzenia mozliwosci praktycznego zastosowania rybozymaéw jako czynnikéw inhi-
bujacych ekspresje gendéw najbardziej obiecujace, ze wzgledu na wielko$¢ (i koszty
chemicznej syntezy), wydaja sie by¢ rybozymy typu hammerhead. Rozpoznanie
substratu przez rybozym zachodzi w drodze hybrydyzacji komplementarnych frag-
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mentoéw sekwencji RNA (rys. 3). Dla aktywnosci enzymatycznej rybozymu nie jest
istotnastrukturapierwszorzedowasubstratu.Mozliwejest zaprojektowanie rybozymu
specyficznie rozpoznajgcego i hydrolizujgcego niemal kazdy substratowy RNA.
Badania réznych substratow dla rybozymu typu hammerhead doprowadzity do wnio-
sku, ze najlepiej hydrolizowane sg te RNA, ktére po stronie 5’ od miejsca hydrolizy
majg sekwencje GUC [12]. Z punktu widzenia statystyki sekwencja taka powinna
wystepowaé praktycznie w kazdym mRNA.

Za katalityczng aktywno$¢ rybozymu odpowiedzialny jest centralny fragment
czasteczki RNA, taczacy odcinki hybrydyzujgce z substratem. Mechanizm reakcji
hydrolizy nie jest doktadnie poznany, lecz dlajej przebiegu niezbedna jest obecno$é
jonow magnezu. WHasciwe przestrzenne utozenie substratu oraz rdzenia katalitycz-
nego rybozymu umozliwia zwigzanie kationow magnezowych, ktére petnig funkcje
katalityczng. Uzyskana ostatnio struktura krystaliczna kompleksu rybozymu typu
hammerhead z substratem pozwoli na petne zrozumienie stereochemicznych uwa-
runkowan reakcji hydrolizy [21,24 ].

W warunkach in vivo podstawowym problemem jest zapewnienie maksymalnej
specyficznosci rozpoznania docelowego RNA przez rybozym, przy jednoczesnym
zachowaniu wysokiego poziomu aktywnosci katalitycznej. Za specyficznos¢ reakcji
odpowiedzialne sg fragmenty rybozymu komplementarne do czgsteczki substratu. Ich
dtugos¢ musi by¢ tak dobrana, aby zminimalizowana byta mozliwos$¢ hybrydyzacji z
innym fragmentem RNA. Z drugiej jednak strony dtugos¢ komplementarnych odcin-
kow wptywa na szybkos$¢ reakcji katalizowanej przez rybozym, gdyz czynnikiem

Rys. 3. Rybozymy pochodzenia wirusowego. Miejsca hydrolizy zaznaczono strzatkami. Nukleotydy state, odpowie-
dzialne za wtasciwg strukture kompleksu rybozym-substrat sa zacieniowane. (A) Rybozym typu hammerhead. (B)
Rybozym typu hairpin
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ograniczajgcym jest szybkos$¢ uwalniania produktu. Silne wigzanie substratu przez
wiekszg ilos¢ par zasad powoduje obnizenie szybkos$ci dysocjacji kompleksu rybo-
zym-produkt i, tym samym, zwolnienie reakcji [26].

Liczne eksperymenty in vitro potwierdzajg mozliwos¢ wykorzystania rybozymow
typu hammerhead do specyficznej inaktywacji mMRNA w komérce. W badaniach nad
komérkami nowotworowymi wykazujacymi fenotyp opornosci wielolekowej (MDR
- multidrug resistance) zastosowano transfekcje wektorami ekspresyjnymi, zawie-
rajacymi geny kodujace rybozymy hammerhead skierowane przeciwko mRNA dla
onkogenu c-fos igenu mdr-1, warunkujgcego opornos$¢ wielolekows. Indukcja trans-
krypcji rybozymu dla c-fos, w komérkach wykazujacych fenotyp MDR powodowata
obnizenie ekspresji nie tylko tego genu, ale rGwniez mdr-1, c-jun i p53. [23]. Jedno-
cze$nie w komorkach tych przywrécona zostata wrazliwos$¢ na chemiczne czynniki
terapeutyczne sktadajgce sie na fenotyp MDR. Podobny efekt obserwowany byt w
przypadku komoarek, w ktérych ekspresji ulegat rybozym dla mdr-1 [23],

Interesujgcym przyktadem zastosowania ekspresji katalitycznych RNAjako czyn-
nikéw antywirusowych jest wielofunkcyjny wektor ekspresyjny zawierajacy gen,
ktorego transkrypt, poza rybozymem skierowanym przeciwko genowi tat HIV-1,
zawiera dwa odcinki rozpoznawane przez biatka wirusowe Tat i Rev [11]. W wyniku
wewnatrzczasteczkowej katalizy przez rybozymy hammerhead, dochodzi do rozdzie-
lenia pierwotnego transkryptu na trzy czasteczki RNA, z ktérych dwie petnig role
kompetytorow dla RNA wirusowego, wigzac biatka Tat i Rev. Trzecia czasteczka
zawiera, whudowany w petle antykodonu tRNA, rybozym rozpoznajacy i hydrolizu-
jacy mRNA tat (rys. 4) [34].

W mniejszym stopniu prowadzone sg badania nad wykorzystaniem rybozymow
typu hairpin, lecz i one okazaty sie by¢ efektywnymi czynnikami obnizajgcymi
ekspresje genow in vivo [15].

3. NOWE WLASCIWOSCI KATALITYCZNE RNA
| MOZLIWOSCI ICH WYKORZYSTANIA

Zainteresowanie badaniami nad RNA doprowadzito pod koniec lat osiemdziesig-
tych do opracowania metody, okre$lanej terminem genetyka in vitro, pozwalajgcej na
analizowanie w bardzo krétkim czasie duzych, ztozonych populacji czasteczek RNA
[14]. Jednym z kierunk6éw badan, prowadzonych przy wykorzystaniu tej techniki jest
poszukiwanie RNA o nowych wtasciwos$ciach, a w odniesieniu do rybozyméw o
nowych aktywnosciach katalitycznych.

Z perspektywy zastosowania RNA jako narzedzi terapii genowej interesujacg
propozycjajest wykorzystanie odpowiednio zmienionego intronu grupy | z Tetrahy-
mena thermophila do “naprawy” defektow genetycznych. Strategia ta polega na
wykorzystaniu zdolnosci tego rybozymu do katalizowania reakcji wymiany segmen-
tdbw RNA (ang. trans-splicing). W reakcji tej rybozym jest donorem 3’-korficowego
fragmentu RNA, ktdry podlega przeniesieniu na czasteczke docelowg. W wyniku tej
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Rys. 4. Trzysktadnikowy transkrypt antywirusowy skierowany przeciwko HIV-1. Trzy rybozymy typu hammerhead

zacieniowane sga okregami. Rybozymy 1 i 2 odpowiedzialne sg za fragmentacje pierwotnego transkryptu. Miejsca

hydrolizy RNA przez rybozymy zaznaczono strzatkami. Zacieniowane regiony A i B wigza, odpowiednio, biatka
Tat i Rev

reakcji powstaje RNA, majacy pierwot-
ny fragment 5°-koricowy inowy (dostar-
czony przez rybozym) odcinek
3’-kofcowy (rys. 5) [5,27]. Rybozymy
tego typu mogtyby zosta¢ wykorzystane
do naprawy defekty wnych genéw odpo-
wiedzialnych np. za choroby genetycz-
ne. Dotychczasowe badania in vivo,
prowadzone na komérkach bakteryj-
nych wykazaly, ze wykorzystanie tej
strategii pozwala na odzyskanie aktyw-
nosci inaktywowanych przez mutacje
genéw [27].

Innym mozliwym zastosowaniem
RNA w terapii jest ich wykorzystanie w
zwalczaniu chordb autoimmunologicz-
nych. Zastosowanie technik genetyki in
vitro pozwolito na selekcje czasteczek
RNA wykazujgcych wysokie powino-
wactwo do przeciwciat monoklonal-
nych dla autoantygenowego epitopu lu-
dzkiego receptora insulinowego [7].
Utworzenie kompleksu RNA do prze-
ciwciata uniemozliwia oddziatywanie z
receptorem, co sugeruje, Ze miejsce wig-

transkrypt defektywnego genu

Rys. 5. Strategia terapii genowej z wykorzystaniem rybo-

zymoéw skonstruowanych w oparciu o intron grupy | Tetra-

hymena thermophila. Produkt zmutowanego genu

naprawiany jest w drodze wymiany uszkodzonego frag-

mentu od konca 3’ z rybozymem, ktéory katalizuje te
reakcje
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zania lezy blisko, lubjest identyczne zmiejscem wigzania antygenu. Fakt ten sugeruje,
ze czasteczka RNA moze przyjmowac konformacje, ktéra upodabniaja strukturalnie
do biatka [7].

4. OGRANICZENIA | PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA
RYBOZYMOW W TERAPII

Zanim katalityczne RNA bedg mogty byé wykorzystywane jako narzedzia badaw-
cze czy tez jako czynniki terapeutyczne in vivo, konieczne jest znalezienie rozwigzan
wielu probleméw, jak:

1. Transport - nalezy znalez¢ sposoby dostarczania syntetycznych rybozymow
lub kodujacych je gendw do odpowiednich komérek.

2. Lokalizacja - nalezy zapewni¢ odpowiednig lokalizacje rybozymu w komorce
docelowej, aby mozliwy byt kontakt z substratem.

3. Stabilnosé - w przypadku syntetycznych rybozyméw niezbedne jest zwieksze-
nie ich odpornosci na dziatanie enzyméw nukleolitycznych.

4. Regulacja ekspresji - transkrypcja genéw kodujacych katalityczne RNA po-
winna by¢ zoptymalizowana.

5. Wptyw komponentdw komdrkowych - skuteczne wykorzystanie rybozymoéw
wymaga wiedzy na temat wptywu biatek komorkowych na ich aktywnosc.

Ponizej przedstawione sg propozycje niektdrych z rozwigzan przedstawionych
probleméw.

4.1. PROBLEM TRANSPORTU | EKSPRESIJI

Gtéwna przeszkoda w zastosowaniach katalitycznych RNA in vivo jest dostarcze-
nie ich do wtasciwych komoérek. Bez znalezienia skutecznych rozwiazan tego proble-
mu niejest mozliwe wykorzystanie rybozymow jako czynnikdw terapeutycznych. Jest
to oczywiscie problem og6lny odnoszacy sie do wszystkich lekéw, a nie tylko do
RNA.

Powszechnie wykorzystywang strategig, w odniesieniu do syntetycznych rybozy-
mow, jest optaszczanie czasteczek RNA lipidami kationowymi, ktore - poza ekrano-
waniemjego ujemnego tgdunku - utatwiaja fuzje zbtona komérkowa. [9]. Rozwazane
sa mozliwosci wykorzystania czasteczek nosnikowych w postaci peptydéw lub prze-
ciwciat, ktore mogtyby specyficznie kierowa¢ RNA do odpowiednich receptoréow
komorkowych [8].

Obiecujaca technologig wydaje sie by¢ zastosowanie liposomow, w ktérych wne-
trzu zamkniete bytyby czasteczki rybozymoéw. Jezeli uda sie zapewni¢ bezposrednie
dostarczenie RNA do cytoplazmy z pominigciem endosomoOw, strategia ta moze
stanowi¢ podstawe farmakologicznego wykorzystania katalitycznych RNA. Innym,
mozliwym do zastosowania, nosnikiem katalitycznych RNA sg rozgatezione, synte-
tyczne peptydy - loligomery (rys. 6) [25]. Czasteczki te mogg zostaé wyposazone w
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peptydy sygnalne kierujgce je do odpo-

wiednich kompartmentéw w komorce,
rozwigzujacjednoczesnie problem loka-
lizacji egzogennych rybozymoéw. Bada-

nia nad pobieraniem przez komorki

loligomeréw oraz ich wewnatrzkomor-
kowym transportem potwierdzity przy-

datnos$¢ tej klasy syntetycznych

makroczgsteczek jako kierowanych

nosnikéw komdérkowych [25]

Alternatywa dla syntetycznych egzo-
gennych rybozymow jest ekspresja ge-

néw kodujacych te RNA w komérkach
docelowych. Podstawowym argumen-

tem przemawiajacym za takim podej-

§ciem jest obnizenie kosztow. Synteza
RNA w iloSciach niezbednych dla wy-
korzystania ich jako $rodkéw farma-

kologicznych jest niezwykle koszto-

o wna. Przy zalozeniu, ze musiatyby by¢

Rys. 6. Schemat budowy czasteczki loligomeru. Elementy .

oznaczone jako CTS i NLS warunkuja, odpowiednio, one p0dawane przez d’fUZSZ)/ 0kres’ ko-

transport cytoplazmatyczny ilokalizacje wjadrze. Elemen- szty by’fyby ogromne. Jednorazowe
ty te moga by¢ stosowane w réznych zestawieniach, Wprowadzenie do komoérek dOCG|OWyCh

w zalezno$ci od miejsca przeznaczenia DNA zawierajacego gen kodujqcy rybo-
zym w duzym stopniu rozwigzuje ten
problem. W chwili obecnej istnieje kilka

typow wektoréw, skonstruowanych przy uzyciu wiruséw (retrowiruséw, adenowiru-
sa), ktore mogtyby by¢ wykorzystane dla dostarczania gendw do komorek [18,33].
Opracowywanie nowych wektordéw, przenoszacych geny kodujgce rybozymy, prowa-
dzone jest rowniez pod katem optymalizacji ekspresji. Dziatanie rybozymu w komor-
ce ma polega¢ przede wszystkim na obnizaniu poziomu docelowego mRNA i w
efekcie redukowanie ekspresji biatka. Poziom kazdego RNA w komérce zalezny jest
od dwoéch czynnikéw: tempa syntezy i rozpadu. Ekspresja genéw kodujacych rybo-
zymy powinna zatem by¢ zoptymalizowana dla kazdego indywidualnego przypadku
[22].

4.2. PROBLEM LOKALIZACJI W KOMORCE

In vitro, rybozymy i ich substraty majg mozliwo$¢ swobodnej dyfuzji a szybkos¢
reakcji zalezy od szybkosci tworzenia kompleksu rybozym-substrat i rozpadu kom-
pleksu rybozym-produkt (warto$¢ statych asocjacji i dysocjacji). Odmiennie wyglada
sytuacjaw komorce, gdzie RNA nie sgréwnomiernie rozmieszczone w catej objetosci,
lecz raczej kierowane sg do pewnych, specyficznych regiondw. Taka kompartmenta-
cja RNA, szczegblnie zaznaczona w przypadku wiruséw, moze wptywac na zmniej-
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szenie dostepnosci docelowych RNA dla rybozymdéw. W badaniach in vivo, stwier-
dzono, ze wyposazenie genu kodujgcego rybozym w sekwencje stanowigcg sygnat
dla mechanizmu pakowania wirusowego RNA do kapsydow wptywato na ok 90%
obnizenie miana infekcyjnych wiruséw, natomiast nie miato wptywu na translacje
MRNA w cytoplazmie [28]. Zastosowanie takiej strategii pozwala na zmniejszenie
szans niespecyficznej degradacji komorkowych RNA.

4.3. PROBLEM STABILNOSCI RNA

W przypadku dostarczania egzogennego RNA do komorek docelowych podstawo-
wym problemem jest zapewnienie ich podwyzszonej stabilnosci. Mozna to uzyskac
poprzez modyfikacje zwiekszajgcg ich odporno$é na dziatanie enzymdw nukleolity-
cznych. Waznejest, aby tak zmodyfikowane RNA nadal charakteryzowaty sie wysokg
aktywnoscig katalityczng. Strategia ta mozliwajest do zastosowaniajedynie w odnie-
sieniu do matych rybozymow (hammerhead i hairpin), ktére moga by¢ w catosci
syntetyzowane chemicznie.

Badania nad wptywem modyfikacji RNA na aktywnos$é rybozymow wykazaty, ze
moga one wystepowaé w obrebie sekwencji odpowiedzialnych za rozpoznanie sub-
stratu. Istniejgjednak pewne, okreslone pozycje w rdzeniu katalitycznym, w ktorych
nie jest mozliwe wprowadzenie zadnej zmiany, ani zasady ani szkieletu fosfocukro-
wego, bez drastycznego obnizenia aktywnosci enzymatycznej. Obecnie dostepna
technologia chemicznej syntezy RNA
pozwala na uzyskiwanie czgsteczek chi-
merycznych, w ktérych czes¢ nukleoty-
dow jest modyfikowana.

Modyfikacje, jakie z powodzeniem
zastosowano w chemicznie syntetyzo-
wanych rybozymach, zestawione na ry-
sunku 7, obejmuja:

- wymiane reszty cukrowej z rybozy
na 2’-dezoksyryboze (DNA) [20,26]

- modyfikacje grupy 2’-OH rybozy
(2°-0-metylo-ryboza) [13],

- zastgpienie reszty fosforanowej w
tancuchu fosfocukrowym przez tiofo-
sforan [6,13,26].

W prowadzenie wyzej wymienio-
nych modyfikacji, o ile nie dotyczg one
nukleotydéw zaangazowanych w katali-
ze, nie wptywa na aktywno$é rybozy-
méw. Inng mozliwoscig zwiekszenia
Stabilnosci rybozym ow jESt zastosowa- Rys.7. Elementy RNA modyfikowane w celu zwigkszenia

nie peptydowych kwaséw nukleino- odpomoscinadZmlan,eenZym éwn, ktoU,ycznych*)ZzZa-
u /dm a o . stapienie rybozy przez 2 -O-metylowang pochodna;
Wych (PN A —ang. peptlde nucleic  (b)2’-dezoksyryboza(DNA);(c) modyfikacja wiazania

fosfodwuestrowego przez tiofosforanowg pochodng
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acids). Sgto, podobnie jak kwasy nukleinowe, polimery zawierajgce zasady azotowe,
jednak szkielet ich nie jest zbudowany z cukréw potgczonych wigzaniami fosfodwue-
strowymi, ale z 2-aminoetylo glicyny, ktorej czasteczki potgczone sg wigzaniami
peptydowymi [19].

4.4, UDZIAL BIALEK KOMORKOWYCH

Stosunkowo niewiele wiadomo na temat udziatu i wptywu biatek komdrkowych
na aktywnos¢ katalityczng RNA in vivo. Jak juz wspomniano wyzej przy omawianiu
dziatania hybrydowej czasteczki RNA RNazy P£. coliz EGS w komérkach ludzkich,
biatka komdrkowe moga dziata¢ stymulujaco na dziatanie rybozymu przez ostanianie
przed dziataniem nukleaz lub zapewnienie odpowiedniego kontekstu strukturalnego.

Badania in vitro wykazaty, ze biatko nukleokapsydu (NC, p7) wirusa HIV-1 w
wyrazny sposob (10-20-krotnie) zwieksza efektywno$é reakcji katalizowanej przez
rybozym typu hammerhead [30]. Szczegdtowa analiza kinetyki reakcji w obecnosci
biatka NC sugeruje, ze stymulacja ta jest zwigzana z przyspieszeniem etapu ograni-
czajacego szybkos¢ reakcji, czyli uwalnianiaproduktu.Jestto zwigzane z aktywnoscig
biatka NC, ktérego rola polega na katalizowaniu procesu asocjacji i dysocjacji
jednoniciowych odcinkéw kwaséw nukleinowych. Jak dotychczas nie madanych, czy
analogiczna stymulacja ma miejsce in vivo.
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Streszczenie: Technologia rekombinacji DNA umozliwita podjecie badan nad chorobami genetycznymi
bezposrednio w miejscach mutacji, a takze ocene ekspresji zmutowanej informacji genetycznej na
poziomie RNA i biatek. Bezposrednie zastosowanie technologii rekombinacji DNA w genetyce czto-
wieka umozliwito doktadna diagnostyke choréb genetycznych, przy czym postep jest wrecz dramatycz-
ny. Genetyka molekularna stanowi obecnie podstawowe narzedzie nowoczesnej patologii.

Stowa kluczowe: Diagnostyka DNA, mutacje, polimorfizm DNA, wykrywanie nosicielstwa

Summary. Recombinant DNA technology has made possible study of genetic disease at the level of
primary lesion and the in vitro expression of normal and mutant genetic information at the level of RNA
and protein. The most immediate practical application of recombinant DNA technology in human
genetics is in the sphere of improved disease diagnosis where advances are truly dramatic. Molecular
genetics is now an indispensable tool of modern pathology.

Key words: DNA diagnostics, mutations, DNA polymorphism, detection of carriers

1. WSTEP

Pierwsze badania diagnostyczne z zastosowaniem analizy DNA zostaty przepro-
wadzone w 1978 roku przez Kana i Dozy’ego [16] i niezaleznie przez Orkina i wsp.

Praca zostata wykonana w ramach grantu KBN 4S 405 054 04
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[24]. Kan i Dozy w swoich badaniach zastosowali analize restrykcyjng DNA do
wykryciamutacji w 6 kodonie B globiny (tranzycji A—T) prowadzgcej do wystgpienia
anemii sierpowatej oraz jako sonde molekularng fragment genu 8 globiny cztowieka.
Okazato sig, ze ta metoda, zwana obecnie analizg polimorfizmu dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP), mozna byto rozréznié nie tylko osoby chore od zdrowych,
lecz réwniez wykry¢ heterozygoty (nosicieli choroby). Z kolei Orkin do wykrycia tej
samej mutacji zastosowat hybrydyzacje z dwoma syntetycznymi sondami oligonu-
kleotydowymi umozliwiajgcymi rozréznienie alleli prawidtowych od zmutowanych.
Tatechnika diagnostyczna zostata okre$lonajako ASO (ang. allele specific oligonuc-
leotide) ipodobniejak technika RFLP umozliwiata wykrywanie nosicielstwachoroby.
Zaréwno Kan i Dozy, jak i Orkin i wsp. stosowali w swych badaniach sondy
molekularne znakowane 32P. W badaniach zachodzito zatem wzmocnienie sygnatu
sondy molekularnej poprzez zastosowanie radioizotopu do wykrywania charaktery-
stycznych prazkéw hybrydyzacyjnych, z tym, ze badanie RFLP miato zdecydowanie
wiekszg czuto$¢, gdyz do sondy molekularnej whudowaé mozna byto wiecej 32P-
aNTP niz w przypadku badania ASO, w ktérym najczesciej znakowany byt koniec
5’ oligomeru ' “P-yNTP, a wprowadzenie wiekszej liczby znakowanych nukleotyddw
do sondy oligonukleotydowej (najczesciej 19-nukleotydowej) prowadzito dojej szyb-
kiej radiolizy. Nic zatem dziwnego, ze badanie typu RFLP ulegto w latach osiemdzie-
sigtych rozpowszechnieniu i dominowato nad badaniami ASO. Rynek badan
diagnostycznych ograniczony byt jednak gtéwnie do choréb genetycznych. Przed
wprowadzeniem badan molekularnych diagnostyka choréb genetycznych opierata sie
na cytogenetyce, a w przypadku choréb metabolicznych polegata gtéwnie na ozna-
czaniu aktywnosci enzymoéw, ktérych niedob6r warunkowat te choroby. Obecnie
diagnostyka molekularna obejmuje poza genetyka cztowieka, coraz to nowe dziedzi-
ny, takie jak: immunologia, onkologia, medycyna sgdowa, choroby krazenia, wykry-
wanie patogenéw (tab. 1).

Intensywne wdrazanie technologii badan DNA w diagnostyce molekularnej roz-
poczeto sie po wprowadzenia metody amplifikacji DNA in vitro przez Saiki i wsp. w
1985 roku [29]. Uzyskali oni ponad 200.000-krotng amplifikacje fragmentu genu
Rglobiny stosujac pare starterdw (primeréw) komplementarnych do fragmentu tego
genu i flankujgcych region amplifikacji oraz fragment Klenowa polimerazy z Esche-
richia coli. Zaledwie rok pdzniej Mullis [22] wprowadzit do amplifikacji DNA
termostabilng polimeraze Taq i opracowat reakcje taricuchowg polimerazy (PCR).
Technika PCR jest bez watpienia jedng z najwazniejszych technik biologii moleku-
larnej iumozliwita gwattowny rozwdj diagnostyki molekularnej ostatnich 10 lat. Duze
firmy farmaceutyczne o ugruntowanej pozycji na rynku diagnostycznym bardzo
szybko zauwazyty potencjat tej techniki i zaczety stopniowo wprowadzac¢ na rynek
zestawy diagnostyczne do badan DNA. Mozna zada¢ pytanie, czy amplifikacja
sekwencji, bo z nig mamy do czynienia w technice PCR, powtdrzy rewolucje klinicz-
na, ktdra nastapita po wprowadzeniu przeciwciat monoklonalnych. Wszyscy potentaci
diagnostyczni zwrocili sie w kierunku chorob zakaznych, natomiast zainteresowania
chorobami genetycznymi przesunety sie na dalszy plan. Krok ten uczyniono gtéwnie
dlatego, aby wykazaé znaczenie kliniczne wynikéw badan DNA, oszacowaé koszty
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TABELA 1 Analiza DNA w diagnostyce moleku- analizy choréb zakaznych, a dopiero w
larnej choréb genetycznych na tle innych drugim etapie przesunqé zainteresowa-
zastosowai badafi DNA nia w kierunku badan nowotworéw i

1. Badania bezposrednio dotyczace cztowieka chordb genetycznVCh' Zaktada sie, ze

Choroby Wirusy okoto 300 min dolaréw w skali roku
infekcyjne Bakterie przeznaczonych jest wiasnie na ten cel.
Pasozyty Pierwszy etap wdrozeniabadan DNA do
Genetyka Wady wrodzone analizy chordéb zakaznych posSwiecony
Predyspozycje jest gtéwnie opracowaniu testéw mole-
Prognozowanie kularnych dla badan AIDS, chlamydii,
Choroby Diagnostyka wirusowego zapalenia watroby i
nowotworowe Monitorowanie gruzlicy.
Prognozowanie Doskonatym przyktadem postepu
Predyspozycja diagnostyki molekularnej jest analiza
Identyfikacja Badanie ojcostwa genu DMD. Jest on najwigkszym opisa-
Kryminalistyka nym dotad genem, ktérego wielko$¢ w
Transplantologia badaniach przeprowadzanych za pomo-

. . . . _ cg techniki elektroforezy w zmiennym
2. Badania posrednio zwigzane z cztowiekiem ) K
Produkcja zywnosci polu okreslono na 2,5 min par zasad (2,5

Choroby zwierzat Mbp), co stanowi ponad 1% DNA chro-
Biotechnologia mosomu X, 0,1% genomu cztowieka.
Jest zatem ponad 12 razy wiekszy od
olbrzymiego genu kodujacego czynnik
VIII krzepniecia krwi. Liczba eksondw
genu DMD wynosi 78, a cDNA dystro-
finy (biatka kodowanego przez gen DMD) ztozony jest z 13 973 nukleotydow. Jeszcze
osiem lattemu jedynym molekularnym osiggnieciem byto zmapowanie genu w prazku
Xp21. Od 1987 r. nastgpit przetom w badaniach genu DMD. W ciggu roku wyizolo-
wano gen, poznano strukture cDNA i opisano produkt biatkowy [14,18,19,21].
Obecnie gen DMD nalezy juz do dobrze poznanych genow cztowieka. W ciggu pieciu
lat od poznania sekwencji cDNA mozliwa jest kompleksowa analiza mutacji genu
DMD.

3. Badania naukowe

2. RODZAJE DIAGNOSTYKI MOLEKULARNEJ]

Opracowane w minionej dekadzie metody badan DNA owocujg obecnie coraz
szerszym wprowadzaniem analiz DNA do badan diagnostycznych. Mozna przyja¢,
ze lata dziewieédziesigte przejda do historii jako okres rozpowszechnienia diagno-
styki molekularnej. Badania DNA dotgczyty w ten sposdb do zaakceptowanych
technik diagnostycznych, ktére do tej pory polegaly gtéwnie na reakcjach immu-
nochemicznych antygenu z przeciwciatem. W tabeli 2 przedstawiono rozwdj anality-
cznych technik diagnostycznych natle najwazniejszych wydarzen w badaniach DNA.
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TABELA 2. Rozw6j badan diagnostycznych na tle wazniejszych osiggnie¢ w badaniach DNA

Test diagnostyczny Badania molekularne DNA
Precypitacja biatek 1945
1953 Struktura DNA
Test aglutynacji 1965
1968 Enzymy restrykcyjne
RIA 1970
1972 Klonowanie DNA
1975 Transfer Southerna
1977 Izolacja genu cztowieka
1977 Sekwencjonowanie DNA
1978 RFLP
ELISA 1983
1985 PCR
DNA 1990

Przede wszystkim zauwazyé mozna znaczne op6Znienie w powszechnym wdrozeniu
analizy DNA w poréwnaniu do innych technik, np. techniki ELISA, ktérg prawie
natychmiast wdrozono w badaniach rutynowych. Opo6znienie wynika nie tyle z
kosztow wykonywania analiz DNA, chociaz ite odgrywajg wazng role, lecz przede
wszystkim z silnej pozycji testow immunochemicznych na rynku diagnostycznym.
Udziat badan DNA na rynku diagnostycznym w 1994 roku nie przekroczyt jeszcze
10% [20].

We wspotczesnej diagnostyce molekularnej wyr6zni¢ mozna pieé¢ zasadniczych
grup badan:

1) polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych (RFLP),

2) z zastosowaniem oligomeréw komplementarnych dla allelu (ASO),

3) wykrywania rearanzacji,

4) wykrywania delecji,

5) wykrywania mutacji punktowych.

W diagnostyce molekularnej bardzo czesto zachodzi konieczno$¢ dobrania tech-
nik badawczych tak, aby zmiesci¢ sie w okreslonym przedziale czasu. Dla wykrywa-
nia patogendw i diagnostyki preimplantacyjnej limit czasu wynosi zaledwie kilka
godzin, w diagnostyce prenatalnej kilka dni, a w poradnictwie genetycznym i medy-
cynie sagdowej Kkilka tygodni.

3. TRANSFER SOUTHERNA
W DIAGNOSTYCE MOLEKULARNEJ]

Historycznie najwczesniejsze jest badanie typu RFLP z grupy posrednich analiz
genu. W tym przypadku wykonuje sie testy rodzinne obejmujace rodzenstwo i
rodzicow chorego. Nie jest tu okreslany defekt genu, lecz jedynie jego dziedziczenie
zawierajace mutacje. Najczesciej genomowy DNA (5-10 pg) badanej rodziny trawio-
ny jest enzymem restrykcyjnym, a nastepnie wykonywana jest analiza za pomoce
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transferu Southema. Unieruchomiony na filtrze DNA jest poddawany hybrydyzacji z
radioaktywng sondg znakowang 32P NTP(a) przy udziale polimerazy DNA. Coraz
czesciej znakowanie sond molekularnych radioizotopami fosforu (32P i 33P) zastepo-
wanejest znakowaniem nukleotydami zawierajgcymi ligandy, ktére na etapie detekcji
rozpoznawane sg swoistymi przeciwciatami. W opinii autoréw najwieksze zastoso-
wanie znajduja sondy biotynylowane, w ktérych wykrycie ligandu przebiega z zasto-
sowaniem reakcji immunochemicznych ikolorymetrii,jak rGwniez sondy, dla ktérych
koAcowym etapem detekcji jest chemiluminescencja. Ostatnio najwiekszy postep
nastgpit w detekcji przeprowadzanej za pomocg metody chemiluminescencyjnej. Dla
wielu sond osiggnieto tu czuto$¢ uzyskiwang dla sond radioaktywnych, tzn. ilos¢
genomowego DNA w badaniach nie przekracza kilku pg.

Diagnostyka molekularna oparta na badaniach typu RFLP jest jak dotychczas
najczesciej stosowana. Wprawdzie nie identyfikuje mutacji w DNA, lecz umozliwia
rozroznienie zmutowanych alleli. Analiza typu RFLP jest szczeg6lnie cenna w porad-
nictwie genetycznym, w diagnostyce prenatalnej i preinplantacyjnej, ze wzgledu na
ograniczenia czasowe, ktore (np. w przypadku diagnostyki preimplantacyjnej) spro-
wadzaja sie jedynie do 24 godzin. Diagnostyka prenatalna pozostawia wigcej czasu
na wykonanie badan. Jednakze dla licznej grupy choréb genetycznych okreslenie
mutacji w krotkim czasie badania jest niemozliwe i dlatego jest tu najczesciej stoso-
wane badanie typu RFLP.

Nowag, oryginalng propozycjg amplifikacji sygnatu na cele diagnostyczne jest tzw.
bDNA (ang. branched DNA) zaproponowany przez firme Chiron. W systemie tym
zachodzg dwie reakcje hybrydyzacji do detekcji DNA i amplifikacji sygnatu. W
pierwszej reakcji sonda molekularna hybrydyzuje z komplementarng sekwencjg ma-
trycy. Sonda molekularna najczesciej zwigzana jest ze statym podtozem, np. Sciankg
mikroptytki. Druga sonda molekularna wigze wychwycong przez pierwszg sonde
matryce z amplifikujgcym sygnat DNA, ktérym jest syntetyczny DNA silnie rozga-
teziony, o dtugosci ok. 1000 pz. - bDNA. Rozgateziony DNA jest zsyntetyzowany w
ten sposéb, ze zawiera tysigce chemiluminiscencyjnych ligandéw, ktére wykrywane
sg przez chemiluminiscencje digoksyetanu [20]. W metodzie bDNA nie wymagane
jest oczyszczenie prébek. Wedtug zapewnien firmy metoda bDNA moze wykryé juz
60 czasteczek danej matrycy w 1ml.

4. TECHNIKA AMPLIFIKACJI DNA
W DIAGNOSTYCE MOLEKULARNEJ

W badaniach typu RFLP obok metody transferu Southema mozna zastosowaé
reakcje tancuchowg polimerazy (PCR). Diagnostyka molekularna oparta o PCR
rozwija sie bardzo dynamicznie i dla wielu choréb zastepuje Southern blotting.

Metoda PCR zostata wprowadzona w potowie lat osiemdziesigtych przez firme
Cetus i dokonata przetomu w badaniach molekularnych. Technika PCR stosuje
termofilng polimeraze DNA (polimeraze Tag) do uzyskania amplifikacji odcinka
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DNA miedzy parami starteréw (primerow). Reakcja przebiega przy nadmiarze pri-
meréw, ktére hybrydyzuja z matrycg w 60-65°C, natomiast wydtuzanie primeréw
przebiega w 72°C. Matryca DNA, jak i powstajace amplikony (produkty PCR) sa
cyklicznie denaturowane przez ogrzewanie w 94°C. Reakcja przebiegajgca w ten
sposéb wymaga specjalistycznego sprzetu - amplifikatoréw (termocykleréw). Kazdy
cykl trwa ok. 3 min i powstajace amplikony stuzajako matryce w nastepnych cyklach
reakcji prowadzac do logarytmicznego przyrostu ilosci produktow.

Metoda PCR w krétkim czasie data poczatek kilku innym metodom, wariantom
PCR umozliwiajagcym amplifikacje nie tylko poznanych fragmentéw DNA, lecz
rowniez fragmentdw, co do ktorych brakuje jeszcze informacji o sekwencji. Przykia-
dem moze by¢ wariant PCR, tzw. odwrdcona PCR (ang. inverted PCR), w ktorej
badany fragment DNA taczy sie z fragmentem znanym lub wklonowanym w wektor,
a startery sg specyficzne dla znanego odcinka DNA [31]. Innym wariantem jest
wewnetrzny PCR (ang. nested PCR), w ktérym korzysta sie z dwoch par starterow,
przy czym druga para umieszczona jest wewnetrznie w stosunku do pierwszej pary
[13]. Przez amplifikacje z pierwsza parg starterow, w ktérej zalecane jest, aby
amplifikowano duze fragmenty (1000-2000 pz), anastepnie przez drugg amplifikacje
znacznie mniejszych fragmentéw, uzyska¢ mozna podwyzszenie specyficznosci re-
akcji przy jednoczesnym wyeliminowaniu fragmentéw niespecyficznych.

Matryca w reakcji PCR moze by¢ réwniez RNA, a enzymem stosowanym w tej
sytuacji jest odwrotna transkryptaza z Haemophilus. Ostatnio dokonywane sg proby
koamplifikacji nieznanej matrycy jednocze$nie z matrycg o znanym stezeniu, co
umozliwi¢ mauzyskanie wynikéw ilosciowych. Jest to rozwiniecie jednego z najwaz-
niejszych wariantéw PCR, tzw. multipleks PCR, w ktérym przy zastosowaniu kilku
par starteré6w moznajednoczes$nie przeprowadzaé amplifikacje kilku regionéw jedne-
go genu lub wykrywac okre$lone mutacje kilku genéw [5,6]. Tego typu postepowanie
stosowane jest powszechnie w wykrywaniu delecji genu DMD (dystrofia mie$niowa
Duchenne’a) lub mutacji punktowych w CFTR (mukowiscydoza). Uzyska¢ mozna
nawet 13 amplikonéw, jednak z przyczyn praktycznych wskazane jest, aby ich liczba
wahata sie miedzy 5 a 7, bo utatwia to dobranie warunkéw PCR, jak i rozdziaty
amplikondéw w zelach analitycznych [2,23], Teoretycznie wariantéow PCR mozna by
przygotowac znacznie wiecej, jednak w praktyce, szczeg6lnie ostatnio coraz wiecej
uwagi poswieca sie rozwojowi metod ograniczajacych zanieczyszczenie reakcji, a
réznego rodzaju warianty podstawowej reakcji PCR znalazty sie na drugim planie.
Jak dotad najwiekszy postep w zwalczaniu zanieczyszczen towarzyszacych metodzie
PCR w badaniach klinicznych odnotowata firma Roche, ktéra przy wykonywaniu
testow diagnostycznych w mieszaninie reakcyjnej w miejsce TTP wprowadzita UTP.
Umozliwia to dziatanie na matrycowy DNA N-glikozylazg uracylowg celem usunie-
cia ewentualnych amplikon6éw zanieczyszczajacych matrycowy DNA, przy czym
N-glikozylaza uracylowa dziata wytgcznie na DNA zawierajgcy uracyl i moze by¢ po
dziataniu na taki DNA latwo zinaktywowana poprzez ogrzewanie we wstepnym,
denaturujacym etapie PCR. Ta ciekawa technologia pochodzi z licencji firmy Life
Technologies i okreslona zostata jako AmpErase.
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Badanie diagnostyczne z zastosowaniem PCR sprowadza sie czesto do uzyskania
fragmentu DNA, w ktérym wystepuje polimorfizm, a nastepnie do trawienia fragmen-
tu enzymem restrykcyjnym specyficznym dla miejsca wykazujgcego polimorfizm.
Polimorfizm DNA wykrywany za pomocg PCR wykorzystuje sie, np. do ustalenia
nosicielstwa zmutowanego genu w rodzinach zryzykiem wystgpieniaczestych choréb
genetycznych: mukowiscydozy czy dystrofii miesniowej. W przypadku dystrofii
miesniowej warunkowanej delecjami genu DMD mozna do celéw diagnostycznych
wykorzystaé naturalny polimorfizm genu DMD, wykrywany poprzez trawienie pro-
duktéow PCR enzymami restrykcyjnymi Xmnl, BamHI lub Tagl [27]. Dystrofia
mie$niowajest sprzezonaz picig i wystepuje najczesciej u chtopcéw. Zaréwno chorzy,
jak i ich ojcowie, sg hemizygotami, dlatego wystepuje u nich tylko jeden allel,
natomiast w przypadku wystgpienia polimorfizmu DNA u matki i siéstr chorego
mozliwe jest ustalenie nosicielstwa zmutowanego genu.

Najwazniejszym zastosowaniem PCR w diagnostyce jest wykorzystanie tej tech-
niki do uzyskania zwiekszonej ilosci DNA przed jego dalszg analizg. Po uzyskaniu
fragmentu genu mozliwe jest dalsze jego badanie za pomocg metody RFLP, a
uzyskany wynik podobny jest jak w przypadku zastosowania metody transferu Sou-
therna. Technika PCR zastepuje czesto metode transferu Southerna, poniewaz jest
znacznie mniej czasochtonna. Juz w 1988 r. Williams i wsp. [32] przeprowadzili petng
diagnostyke jednej z najczestszych chordb genetycznych - mukowiscydozy w ciggu
jednego dnia. Wykrycie ponad 300 mutacji genu CFTR warunkujgcego mukowiscy-
doze, bytoby niemozliwe bez zastosowania techniki PCR. Obecnhie PCR-RFLP sto-
sowany jest dla wielu chordb genetycznych m.in. wspomnianej juz mukowiscydozy,
fenyloketonurii, niedoboru ocl -antytrypsyny, anemii sierpowatej, hemofilii, dystrofii
miesniowych, zespotu tamliwego chromosomu X (FraX).

Tak jak wspomniano PCR-RFLP moze byé stosowana do bezposredniego iden-
tyfikowania mutacji lub okreslania nosicielstwa. W przypadku okreslania nosicielstwa
okres jednego tygodnia, niezbedny do wykonania badania metodg transferu Souther-
na, ulega skréceniu do kilku godzin przy zastosowaniu PCR. PCR-RFLP mozna
zastosowac rowniez w badaniach, w ktérych sztucznie wprowadza sie miejsce restry-
kcyjne w celu zidentyfikowania mutacji. Ten rodzaj RFLP moze by¢ wykonany
wylgcznie w potgczeniu z reakcjg PCR.

Ukazaty sie ponadto doniesienia o wykrywaniu delecji i mutacji punktowych
poprzez analize mRNA limfocytéw krwi obwodowej, z wykorzystaniem zjawiska
nieuprawnionej transkrypcji (ang. illegitimate transcription), wykazanej po raz pier-
wszy przez Chelly’ego i wsp. [7]. W tej metodzie materiatem wyjsciowym jest
catkowity RNA limfocytow. Na matrycy RNA przeprowadza sie synteze cDNA
stosujgc primery specyficzne dla genu, a nastepnie dwie reakcje PCR zwewnetrznymi
primerami (ang. nested-PCR). Ukazato sie juz kilka doniesieri o zastosowaniu tej
metody nie tylko do analizy patologicznych transkryptow, lecz rowniez do ustalania
nosicielstwa [3,25]. Szczeg6lnie cenne jest bezposrednie ustalanie nosicielstwa, gdyz
préby jego ustalenia za pomocg metod: hybrydyzacji z subklonami cDNA, PCR lub
analizy sprzezen nie dajg w wielu przypadkach os6b z rodzin z ryzykiem informatyw-
nych wynikéw [26,28]. Metoda PCR nalezy bez watpienia do najwazniejszych technik



34 R. SEOMSKI, J. KWIATKOWSKA

amplifikacji DNA in vitro i wykorzystywana jest w 70% laboratoriéw diagnostycz-
nych, lecz uzyskata rowniez konkurenta w postaci reakcji LCR (ang. ligase chain
reaction), ktéra z powodu unikatowych wtasciwosci stata sie bardzo atrakcyjna dla
badan diagnostycznych. W metodzie LCR stosowane sg startery o dtugosci 50-60
nukleotydéw itermofilna ligaza. Startery przygotowane sg w ten sposob, aby hybry-
dyzowaly z matryca pozostawiajac jedynie jeden wolny nukleotyd miedzy nimi.
Jedynie startery, ktore hybrydyzowaty z matryca, ulegaja ligacji. Po ligacji i denatu-
racji przebiegajacych cyklicznie podobnie jak w PCR powstajgce fragmenty DNA
stuzg jako matryca w kolejnych cyklach amplifikacji [1,4]. Podobnie jak w PCR
reakcja LCR charakteryzuje sie logarytmicznym przyrostem ilosci produktéw. Oka-
zato sie, ze modyfikacje podstawowych wersji metody LCR mogg znalezé natych-
miastowe zastosowanie w diagnostyce i jednocze$nie stanowi¢ punkt wyjscia do
automatyzacji diagnostyki. Dla testow klinicznych obydwa startery mogg byc¢ przy-
gotowane w ten sposob, ze do ich koncow 5’ przytaczone sg ligandy zakotwiczajace
i ligandy detekcyjne, co w rezultacie prowadzi do tego, zejedynie startery, ktore ulegty
ligacji mogg by¢ zidentyfikowane dzieki jednoczesnemu zakotwiczeniu i detekcji.

Amplifikacja sekwencji RNA jest czesto szybsza i wydajniejsza niz amplifikacja
DNA, lecz wystepuja tu ograniczenia - przede wszystkim konieczno$¢ dobrego
oczyszczenia badanej matrycy, jak ijej zabezpieczenia przed dziataniem nukleaz.
Technika okreslona jako NASB A (ang. nucleic acid sequence based amplification)
stosuje 3 enzymy do amplifikacji pojedynczonici >wych RNA lub dwuniciowych
DNA. Reakcja przebiega w warunkach izotermicznych, a najczesciej stosowanymi
enzymami sg: odwrotna transkryptaza AMV-RT, polimeraza RNA T7 i RNaza H
[9,17]. Reakcje opracowano do wykrywania wirusow DNA, lecz obecnie jej ampli-
kacja zostata rozszerzona o wykrywanie wirusow RNA, retrowiruséw, wykrywanie
zywych patogendw i monitorowanie proliferacji komérek nowotworowych. Technika
NASB A okazata sie tak samo czutajak PCR przy wykrywaniu wirusa HIV-1.Jak juz
zaznaczono NASB A jest reakcjg izotermiczng, a wiec nie korzysta sie dla jej wyko-
nania z amplifikatora.

5. DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA
A WYKRYWALNOSC MUTACII

Wi iele osrodkdw preferuje wykonanie badan za pomocajednej zdwoch wspomnia-
nych juz metod, tj. transferu Southerna lub PCR. Obydwie metody sg porownywalne
i moga by¢ zamiennie stosowane. W badaniach wykonanych ostatnio przez autoréw
pracy zaobserwowano rozbiezno$¢ miedzy tymi metodami, siegajacg kilku procent,
nie majacgjednak wptywu na wynik diagnostyczny. Przy omawianiu wykrywalnosci
mutacji mozna przedstawi¢ diagnostyke molekularng dwoch duzych genow cztowie-
ka: DMD i CFTR. Istotng réznicg dla obydwu gendw jest to, ze u podtoza dystrofii
miesniowych lezg delecje genu DMD, natomiast mukowiscydoza wywotywana jest
mutacjami punktowymi genu CFTR. Tak jak zaznaczono, gen DMD jest najwiekszym
genem, stad niemozliwa jest analiza catego genu. Okazuje sig, ze analiza genu w 20
regionach umozliwia wykrycie blisko 100% wszystkich delecji. Wtasne doswiadcze-
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nia z zastosowaniem reakcji PCR i 19 par primerdéw potwierdzajg te doniesienia. Przy
wykrywalnosci delecji zblizonej do 100% autorzy pracy wiaczyli do badan jeszcze
jeden region genu DMD (ekson 46). Nie zwiekszyto to wykrywalnosci delecji, lecz
umozliwito doktadne poznanie rozmiaréw delecji u 52% chorych, a co za tym idzie
okreslenie ewentualnego przesuniecia ramki odczytu. Za szerokim zastosowaniem
reakcji PCR przemawia krotki czas potrzebny do zbadania 20 najbardziej podatnych
na mutacje eksondw, zaprzestanie pracy z izotopami, a takze znaczne obnizenie
kosztéw badan diagnostycznych.

W odro6znieniu od delecji stanowigcych najczestszg forme mutacji wystepujacg u
okoto 65% chorych duplikacje genu DMD wystepujg jedynie u niewielkiej grupy
chorych. Precyzyjne badanie odsetka pacjentow, u ktérych wystepujg duplikacje nie
jest obecnie mozliwe ze wzgledu na brak metody analitycznej, umozliwiajacej roz-
réznienie prawidtowych fragmentdw genu od cze$ci, ktéra ulegta duplikacji. W
doniesieniach literaturowych oceniano duplikacje poprzez pomiar intensywnosci
prazkéw hybrydyzacyjnych, co do ktérych istniato zatozenie, ze ulegty one duplikacji
w poréwnaniu z prgzkami kontrolnymi. Badania te majg jednak bardzo przyblizony
charakter, a ostateczne okre$lenie duplikacji jedynie na podstawie intensywnosci
prazka hybrydyzacyjnego jest bardzo dyskusyjne. Badania te, oparte gtdwnie na
metodzie transferu Southerna sg trudne do przeprowadzenia ze wzgledu na praco-
chtonny dobér warunkéw hybrydyzacji. Réwniez stosujgc reakcje PCR-multiplex
wykrycie duplikacji jest praktycznie niemozliwe. R6zna intensywnos$¢ poszczegdl-
nych produktéw PCR obserwowana po rozdziale elektroforetycznym jest czesto
wynikiem zrdéznicowanej wydajnosci syntezy poszczeg6lnych fragmentéw genu.
Istniejg wprawdzie doniesienia o pomiarach intensywnosci fluoryzujacych produktéw
PCR w urzgdzeniach wykorzystujgcych w tym celu czytniki laserowe, jednak metode
te trudno zweryfikowac i poréwnac z innymi. Z przyktadu tego wynika, ze skutecz-
no$¢ diagnostyki molekularnej przy wykrywaniu mutacji zalezy od dostepnosci
metody analitycznej, jak rGwniez od czesto$ci wystepowania mutacji w danym genie.

Innym przyktadem jest badanie genu CFTR, ktérego mutacje warunkuja wystapie-
nie mukowiscydozy. Do korica 1994 roku opisano ponad 400 mutacji tego genu o
bardzo zr6znicowanej czestosci wystepowania. Najczestszag mutacjg genu CFTR jest
mutacja oznaczona symbolem AF508, ktéra w populacji europejskiej wystepuje z
czestoscig okoto 70%. Czesto$¢ kilku innych mutacji (G551D, R553X, G542X,
1717-1G-A, S549R) szacuje sie na 1-3%, natomiast pozostate wystepujg bardzo
rzadko. W diagostyce molekularnej objecie analizg wszystkich poznanych mutacji w
genie CFTR bytoby niemozliwe. Okazuje sie jednak, ze wykonanie badan dla szesciu
najczestszych mutacji zwieksza wykrywalnos$¢ do 85-90%, w zaleznosci od badanej
populacji. Dla kilku populacji, np. duniskiej lub Zydéw askenazyjskich, gdzie hetero-
gennos$¢é mutacjijest mata, wykrywalno$¢ przekracza 95%. W badaniach mukowiscy-
dozy u rodzin obcigzonych ryzykiem jej wystepowania szansa wykrycia defektu genu
CFTR wzrasta prawie do 100%, poniewaz analiza mutacji moze by¢ uzupetniona o
badania sprzezeh polimorficznych markeréw [8,11,12].

W tabeli 3 przedstawiono mozliwosci prowadzenia diagnostyki molekularnej z
zastosowaniem wzmocnienia sygnatu lub amplifikacji wybranych sekwencji DNA.
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TABELA 3. Diagnostyka molekularna z zastosowaniem wzmocnienia sygnatu
detekcji lub amplifikacji wybranych sekwencji DNA

Rodzaj analizy Wzmacnianie Amplifikacja sekwencji
sygnatu PCR LCR NASBA

Analiza posrednia RFLP RFLP
Minisatelity Minisatelity
Mikrosatelity

Wykrywanie RFLP SSCP RNaza A
mutacji DSCP

HD

SSCP+HD

DG

MCC

PTT

Charakterystyka RFLP PCR LCR RNaza A
mutacji ASO RFLP
bDNA ASO
ASA
Sekwencja

Materiatem wyjsciowym w diagnostyce molekularnej moze by¢ DNA lub RNA
izolowany bezpos$rednio po pobraniu krwi lub tkanki lub DNA izolowany z materiatu
przechowywanego, przesytanego drogg pocztowg lub utrwalonego. Jedynie w pier-
wszym przypadku mozliwe jest uzyskanie zarowno wysokoczasteczkowego DNA
jak i RNA. Zaréwno RNA i DNA moga by¢ stosowane w diagnostyce molekularnej
w formie wyjsciowej lub po amplifikacji in vitro. Zauwazy¢ mozna, ze obecna
diagnostyka molekularna przebiega gtéwnie porzez amplifikacje DNA metodg PCR.
Metoda PCR stanowi metode wyjsciowg dla wiekszosci analiz molekularnych.

ASA Amplifikacja okreslonych alleli z zastosowaniem starteréw rozpoznajacych allel dziki i allele
zmutowane

ASO Hybrydyzacja oligomeréw specyficznych dla allelu z badanym DNA. Oligomery tgczg si¢
wybidrczo z allelem dzikim lub zmutowanym

DG Metoda analityczna polegajgca na obserwacji denaturacji dwuniciowego DNA
we wzrastajgcym gradiencie czynnika denaturujgcego (mocznika lub temperatury) podczas
rozdziatu elektroforetycznego w zelach poliakryloamidowych

HD Metoda analizy mutacji poprzez obserwacje hcteroduplekséw DNA:DNA miedzy
zmutowanym DNA a DNA typu dzikiego. Niesparowania heteroduplekséw op6zniaja
migracje w zelach poliakryloamidowych

LCR Reakcja tancuchowa ligazy moze wykry¢ DNA (lub patogen). Umozliwia identyfikacje
mutacji poprzez dobranie starteréw dla miejsca zmutowanego

MCC Metoda chemiczna, wykrywanie mutacji polega na dziataniu czterotlenku osmu,
hydroksyloaminy i piperydyny w miejscach niesparowan heterodupleksow DNA:DNA.
Heterodupleks ulega fragmentacji, a powstate fragmenty wykrywane sg w badaniu
elektroforetycznym

Mikrosatelity Powtérzenia 1-6

Minisatelity 7-100-nukleotydowe powtdrzenia
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RFLP Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych DNA. Moze by¢ stosowana
do wykrywania polimorfizmu DNA i analizy sprzezen lub poprzez zastosowanie enzymu
restrykcyjnego dla miejsca mutacji do wykrywania mutacji

RNaza A Dziatanie RNazg A na hybrydy RNA:DNA i hydroliza RNA w miejscu niesparowania
hybrydu. Moze stuzy¢ do wykrywania mutacji lub charakterystyki mutacji

SSCP Metoda analizy polegajgca na wykrywaniu polimorfizmu konformacji pojedynczoniciowych
fragmentéw DNA. Mutacje punktowe i mikrodelecje moga prowadzi¢ do zmiany migracji
pojedynczych nici DNA w warunkach natywnych po uprzedniej denaturacji

SSCP+HD Potaczenie SSCP i HD, umozliwia jednoczesng obserwacje zmian konformacji pojedyn-
czoniciowych DNA i heteroduplekséw powstajacych w wyniku hybrydyzacji DNA typu
dzikiego z badanym DNA

6. DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA
A UJEDNOLICENIE BADAN

W ostatnim czasie coraz wiecej pracowni skupionych wokét instytutow badaw-
czych lub laboratoriow prywatnych przystepuje do diagnostyki molekularnej. Uzy-
skiwane wyniki stuzy¢ majg czesto do doboru terapii, majg potwierdzi¢ lub wykluczyé
nosicielstwo choroby oraz zidentyfikowac¢ uszkodzony gen. Wzrost zainteresowan
badaniami molekularnymi wiaze sie przede wszystkim z moznoscig uzyskania wyni-
kéw na podstawie reakcji PCR. W naszym kraju nie ma systemu atestacji i standary-
zacji badan molekularnych. Dla przykiadu w krajach Europy Zachodniej powstaty
instytucje nadzorujace w ciggty sposob jakos¢ wykonywanych badan. Szczegdélnie
wyraznie zauwazy¢ mozna dziatanie atestacyjne w badaniach z zakresu medycyny
sgdowej i kryminalistyki nadzorowane w Europie przez EDNAP, a w Niemczech
przez GDNAP. Powstaje w ten sposéb sie¢ laboratoriow wykonujacych badania na
najwyzszym poziomie. W Polsce atestacja tego rodzaju, aczkolwiek zapoczatkowana,
nie rozwija sie i spotyka z og6lng niechecig. Podobnie w laboratoriach diagnostycz-
nych zajmujacych sie badaniem choréb genetycznych tworzone sg grupy robocze.
Przyktadem moze by¢ mukowiscydoza (CFTR), dla ktérej utworzono miedzynarodo-
we konsorcjum standaryzujace wykrywanie mutacji i oznaczanie nosicielstwa.

7. PERSPEKTYWY ROZWOJU DIAGNOSTYKI
MOLEKULARNEJ

Wspotczesna diagnostyka wielu choréb powinna uwzgledniaé¢ wyniki badan klini-
cznych, biochemicznych i molekularnych. W wielu krajach wykonuje sigjuz rutyno-
wo badania molekularne. W naszym kraju rutynowe badania molekularne
wykonywane sg zaledwie w Kilku placowkach. Materiatem do badan molekularnych
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moze by¢ genomowy DNA wyizolowany z krwi obwodowej, z fibroblastow lub
kosmkéw tozyska. Podstawowga metoda badawczg zmian strukturalnych genu byt do
niedawna transfer i hybrydyzacja wg Southerna. Obecnie reakcja PCR zrewolucjo-
nizowata diagnostyke wielu choréb, unozliwiajgc znacznie szybsze przeprowadzenie
analizy iuzyskanie wyniku bez koniecznosci stosowania radioizotopow. W najbliz-
szej przysztosci oczekiwa¢é mozna dalszego postepu badan DNA i rozszerzania
wynikéw dla potrzeb diagnostyki molekularnej. Autorzy zaktadaja, ze postep obej-
mowat bedzie zaréwno dobdr materialu badawczego, jak i zwiekszenie czutosci
metod oraz automatyzacje procedur analitycznych. Zapotrzebowanie na nowe testy
diagnostyczne jest ogromne i w krajach zachodnich dla wielu choréb genetycznych,
nowotworowych i wykrywania patogenéw wykonywane sg onejuz rutynowo. Szcze-
gélnie w przypadkach zakazen, metody amplifikacji sekwencji umozliwiajg wykrycie
patogenu w czasie zdecydowanie krotszym niz hodowle. W obawie przed ewentual-
nymi konsekwencjami wynikajagcymi z opéznienia terapii poprzez oczekiwanie na
wynik hodowli (nieraz 3 tygodnie) szpitale wdrazaja testy molekularne. Zgodno$¢
wynikéw takich testow uzyskanych metodami amplifikacji DNA z wynikami hodow-
li, dla ktérych przyjmuje sie 100%, jest bardzo wysoka - powyzej 99% [20].

W etapie wstepnym przygotowania materiatlu do badan wystepuje opdznienie
metodyczne i sprzetowe w stosunku do samej strategii badan DNA, ktéra poprzez
sekwencjonowanie umozliwia wykrycie zmian pojedynczych nukleotydow w DNA.
Etap przygotowania DNA do badan jest jednak najwazniejszy, gdyz rzutuje na
pozostate etapy wykonywania analizy. Dla przyktadu obecnos¢ inhibitorow enzymow
w preparatach DNA uniemozliwiajego badanie lub powoduje powstanie artefaktéw.
Jest to szczegOlnie niebezpieczne przy stosowaniu badan opartych wylacznie na
enzymatycznej amplifikacji DNA in vitro. Moze dochodzié tu do wybiorczej ampli-
fikacji niektérych alleli. Z kolei postep w samych badaniach DNA jest ogromny i
mozliwe jest badanie bardzo matych ilosci DNA, nawet z pojedynczych komorek. W
przypadkach materiatu przeznaczonego do badan medyczno-sagdowych czestym zja-
wiskiem jest zdegradowanie DNA. Badania DNA mogga daé¢ wtedy wynik fatszywie
negatywny, dlatego wszelkie badania DNA poprzezjego amplifikacje powinny prze-
biega¢ w obecnosci kontroli doSwiadczenia..

Zwiekszenie czutosci metod obejmowac bedzie coraz szersze wprowadzanie
chemiluminiscencji i kolorymetrii do wykrywania DNA, co w przyszto$ci zaowoco-
wac¢ ma zautomatyzowaniem badania DNA na poziomie rozdziatu elektroforetycz-
nego i detekcji wyniku. Trwajg réwniez poszukiwania nowych, optymalnych
markeréw do badan DNA, ktore charakteryzowatyby sie wielko$cig w zakresie
100-500 pz i wykazywatyby duzy polimorfizm wielko$ci oraz wysoki stopien hete-
rozygotycznosci, ajednoczesnie niewielka czesto$¢ mutacji.

Badania DNA moga by¢ obecnie prowadzone retrospektywnie. Spektakularnym
doniesieniem byto np. wykazanie transwersji A—T w kodonie 227 genu p53 u
zmartego w 1978 r. wiceprezydenta USA H.H. Humphreya. Mutacja prowadzita do
zmiany powstawania mMRNA - uaktywnienia kryptycznego miejsca splicingu w
eksonie 7 genu p53. W wyniku mutacji biatko p53 pozbawione byto kilku aminokwa-
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s6w. Cytowane badania wykonano na materiale pobranym w 1967 r, przed wykryciem
nowotworu [10,15].

Rozwdj informatyki umozliwi przygotowanie specjalistycznych baz danych. Jed-
nak z tym zagadnieniem bardzo silnie wiaze sie standaryzacja badan wykonywanych
przez rézne placéwki czy kraje. Problem ten napewno nie ulegnie rozwigzaniu w
najblizszej przysztosci, gdyz metody biologii molekularnej, a w szczegélnosci PCR,
uwarunkowane sg wieloma parametrami i ich standaryzacja nie jest obecnie mozliwa.
Nie ma rowniez jasnoSci, jakie organizacje powinny czuwa¢ nad poprawnoscig
wykonywania badan diagnostycznych przy uzyciu testéw molekularnych.

LITERATURA

[1] BACKMAN KC, CARRINO JJ,BOND SB, LAFFLERTG. European Patent Application No.
EP 0439 183 A2. 1991

[2] BEGGS AH, KOENIG M, BOYCE FM, KUNKEL LM. Detection of 98 % of DMD/BMD
gene deletions by polymerase chain reaction. Hum Genet 1990; 86:45"18.

[3] BERG LP, WIELAND K, MILLAR DS, SCHLOESSER M, WAGNER M, KAKKAR VV,
REISS J, COOPER DN. Detection of a novel point mutation causing haemophilia A by
PCR/direct sequencing of ectopically transcribed Factor VIII mRNA. Hum Genet 1990; 85:
655-658

[4] BOND SB, CARRINO JJ, HAMPL H, HANLEY K, RINEHARDT LA, LAFFLER TWJ
Monzenego (wyd): Papillomavirus in Human Pathology. Recent Progress in Epidermoid
Precancers. Serono Symposia Publications 1990; 78: 425-433.

[5] CHAMBERLAIN JS, GIBBS RA , RANIER JE, CASKEY CT. Multiplex PCR for the
diagnosis of Duchenne muscular dystrophy, [w] Innis M, Gelfand D, Sninski J, White T,(eds.)
PCR protocols: a guide to methods and applications. Academic Press, San Diego, 1990:
272-281.

[6(] CHAMBERLAIN JS, GIBBS RA, RANIER JE, NGUYEN PN, CASKEY CT. Deletion
screening of the Duchenne muscular dystrophy locus via multiplex DN A amplification. Nucleic
Acids Res 1988; 16: 11141-11156.

[71 CHELLY J,CONCORDET JP, KAPLAN JC, KAHN A. Illegitimate transcription: Transcrip-
tion of any gene in any cell type. Proc Natl Acad Sei USA 1989; 86:2617-2621.

[8] CHU C-S, TRAPNELL BC, MURTAGH JR JJ, MOSS J, DALEMANS W, JALLAT S,
MERCENIER A, PAVIRANI A, LECOCQ J-P, CUTTING GR, GUGGINO WB, CRYSTAL
R. Variable deletion of exon 9 coding sequences in cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator gene mRNA transcripts in normal epithelium. EMBO J 1991; 10: 1355-1363.

[91 COMPTON J. Nucleic acid sequence-based amplification. Nature 1991; 350: 91-92.

[10] CULLITON BJ. Hubert Humphreys bladder cancer. Nature 1994; 369: 13.

[11] CUTTING GR, KASH LM, ROSENSTEIN BJ, ZIELENSKI J, TSUI L-C, ANTONARAKIS
SE, KAZAZIAN HH. Two patients with cystic fibrosis, nonsence mutations in each cystic
fibrosis gene, and mild pulmonary disease. Nature 1990; 346: 366-369.

[12] Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium. Am J Hum Genet 1990; 47: 354-359.

[13] GIBBS RA. DNA amplification by the polymerase chain reaction. Anal Chem 1990; 62:
1202-1214.

[14] HOFFMAN EP, FISCHBECK KH, BROWN RH, JOHNSON M, MEDORI R, LOIKE JD,
HARRIS JB, WATERSON R, BROOKE M, SPECHT L, KUPSKY W, CHAMBERLAIN J,
CASKEYCT, SHAPIRO F, KUNKEL LM. N Engl J Med 1988; 318: 1363-1368.



40 R. SLOMSKI, J. KWIATKOWSKA

[15] HRUBAN R, van der RIET H, EROZAN YS, SIDRANSKY D. Molecular biology and the
early detection of carcinoma of the bladder - the case of Hubert H. Humphrey. N Engl J Med
1994;330:1276-1278.

[16] KAN YW, DOZY AM. Antenatal diagnosis of sickle cell anemia by DNA analysis of amniotic
fluid cells. Lancet 1978; 2: 910-912.

[17] KIEVITS T, van GEMEN B, van STRIJP D, SCHUKKINK R, DIRICKS M, ADRIANSE H,
MALEK L, SOOKNANAN R, LENS P. NASBA isothermal enzymatic in vitro nucleic acis
amplification optimized for the diagnosis of HIV-1infection J Virol Meth 1991; 35: 273-286.

[18] KOENIG M, HOFFMAN EP, BERTELSON CJ, MONACO AP, FEENER C, KUNKEL LM.
Complete cloning of the Duchenne muscular dystrophy (DM D) cDNA and preliminary genomic
organization of the DMD gene in normal and affected individuals. Cell 1987; 50: 509-517.

[19] KOENIG M , MONACO AP, KUNKEL LM. The complete sequence of dystrophin predicts
a rodshaped cytoskeletal protein. Cell 1988; 53: 219-228

[20] Materiaty Konferencji Nucleic Acid-Based Technology, Amsterdam, 7-9.11.1994

[21] MONACO AP, BERTELSON CJ, LIECHTIGALLATI S, MOSER H, KUNKEL LM. An
explanation for the phenotypic differences between patients bearing partial deletions of the
DMD locus. Genomics 1988; 2: 90-95.

[22] MULLIS KB, FALOONA FA. Specific synthesis of DNA in vitro via polymerase-catalysed
chain reaction. Methods Enzymol 1987; 155: 335-350

[23] NIEMANN-SEYDE S, SEOMSKI R, RININSLAND F, ELLERMEYER U, KWIATKO-
WSKA J, REISS J. Molecular genetic analysis of 67 patients with Duchenne/Becker muscular
dystrophy. Hum Genet 1992; 90: 65-70.

[24] ORKIN SH, ALTER BP, ALTAY C. Direct detection of common mutations with synthetic
DNA probes. N Engl J Med 1978; 299: 166-172.

L25] SEOMSKI R, SCHLOESSER M, BERG L-P, WAGNER M, KAKKAR VV, COOPER
DN, REISS J. Omission of exon 12 in cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene transcripts. Hum Genet 1992; 89: 615-619

[26] ROBERTS RG,BARBY TFM, MANNERS E,BOBROW M, BENTLEY DR. Direct detection
of dystrophin gene rearrangements by analysis of dystrophin mRNA in peripheral blood
lymphocytes. Am J Hum Genet 1991; 49: 298-310

[27] ROBERTS RG, COLE CG, HART KA, BOBROW M, BENTLEY DR. Rapid carrier and
prenatal diagnosis of Duchenne and Becker muscular dystrophy. Nucl Acids Res 1989; 17: 811.

[28] ROBERTS RG, PASSOS-BUENO MR, BOBROW M, VAINZOF M, SATZ M. Point
mutation in a Becker muscular dystrophy patient. Hum Mol Genet 1993; 2: 75-77.

[29] SAIKI RK, SCHARF S, FALOONA F, MULLIS KB, HORN GT, ERLICH HA, ARNHEIM
N. Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and restriction site analysis for
diagnosis of sickle cell anemia. Science 1985; 230: 1350-1354.

[30] SCHLOESSER M, SLOMSKI R, WAGNER M, BERG LP, KAKKAR VV, COOPER DN,
REISS J. Characterization of pathological dystrophin transcripts from the lymphocytes of a
muscular dystrophy carrier. Mol Biol Med 1990; 7: 519-523.

[31] Triglia T, Peterson MG, Kemp DJ. A procedure for in vitro amplification of DNA segments
that lie outside the boundaries of known sequences. Nucleic Acids Res 1988; 16: 81-86.

[32] WILLIAMS C, WILLIAMSON R, COUTELLE C, LOEFFLER F, SMITH J, IVINSON A.
Same-day, first-trimester antenatal diagnosis for for cystic fibrosis be gene amplification. Lancet
1988; ii: 102-103.

Adres autoréw: Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk
ul. Strzeszyniska 32, 60-479 Poznan



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 22, SUPLEMENT nr 6, 1995 (41-51)

WYKORZYSTANIE TECHNOLOGII TRANSFERU
GENU W CELACH TERAPEUTYCZNYCH*

GENE TRANSFER TECHNOLOGY IN HUMAN THERAPY

Jerzy NOWAK

Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Streszczenie: Mozliwosci technologii transferu genu sa tak duze, ze obecnie trudno jest przewidzie¢
potencjalne zastosowania w medycynie. Koncepcja terapii genowej w zasadniczy sposéb rézni sie od
dotychczas stosowanych form leczenia. Uzyskanie poprawy klinicznej dzieki wprowadzeniu do komérek
terapeutycznego genu stwarza nadzieje na przyczynowe leczenie choréb uwarunkowanych jednogeno-
wo. Pomimo proéb leczenia transferem genu wielu choréb nowotworowych uzyskiwane wyniki dalekie
sq od zadowalajacych. Na obecnym etapie rozwoju nie mozna jeszcze rozbudzaé¢ nadziei na cudowne
wyleczenie dzigki terapii genowej. Przetlomem w terapii genowej moze by¢ zastosowanie wektoréw
swoiscie rozpoznajgcych komérki docelowe i majgce zdolno$¢ do selektywnego ich penetrowania w
warunkach in vivo.

Stowa kluczowe: transfer genu, terapia genowa, choroby genetyczne, nowotwory, AIDS

Summary: Gene transfer technology is a novel approach for the treatment of genetic and other diseases.
Genetic disorders can be treated by this new method by replacement of defective or missing gene function
by gene insertion. Itis a great hope that gene transfer technology approaches will develop and become
effective treatment also for cancer and for AIDS. There is still to early to promise terminally-ill patients
any miracle cure with gene therapy. There are still some problems with long-term maintenance of
transfected or transduced cells as well as with stable high-level expression of the transferred genes. It is
a hope that significant improvements of gene transfer techniques over the next few years may result in
very precise human gene targeting and thous effective treatment of many human disorders.

Key words: gene transfer, gene therapy, genetic disease, cancer, AIDS.

Szybki rozwdj biologii molekularnej przyczynit sie w znacznym stopniu do
poznania genetycznych podstaw wielu choréb oraz do wypracowania nowych metod
diagnostycznych iterapeutycznych. Badania molekularne pozwolity na lepsze zrozu-

*Praca wykonana w ramach projektu badawczego KBN nr 4S 402 96 06p04.
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mienie patomechanizmu wystepowania wrodzonych choréb metabolicznych, nowo-
twordow, AIDS ischorzen autoimmunizacyjnych. Dzieki wprowadzeniu precyzyjnych
testow diagnostycznych mozliwe jest wczesne wykrywanie wielu chordb, rowniez w
ramach diagnostyki prenatalnej, przedimplantacyjnej, a ostatnio nawet przedzaptod-
nieniowej. Nowoczesne techniki molekularne sg wykorzystywane nie tylko do diag-
nostyki choréb, ale réwniez do wykrywania nosicieli patologicznych gendéw oraz
podatnosci na niektére choroby nowotworowe.

WYKORZYSTANIE TECHNIK REKOMBINACYJNYCH

Logicznym nastepstwem poznania molekularnych podstaw etiopatogenezy chordb
byly préby zastosowania technik rekombinacyjnych dla celéw leczniczych. W pier-
wszym etapie wykorzystano metody biologii molekularnej do produkcji réznego
rodzaju lekow iszczepionek. Klasycznymi przyktadami sg: rekombinacyjna insulina,
interleukina 2, czynniki krzepniecia i szczepionka przeciwko wirusowemu zapaleniu
watroby typu B. Mozliwo$é wprowadzenia do komoérek funkcjonalnego genu w
miejsce brakujacego lub zmutowanego data poczatek bardzo szybko rozwijajgcej sie
terapii genowej. Transfer genu do komorek chorego moze doprowadzi¢ do korekty
wrodzonego btedu metabolizmu lub moze spowodowac nabycie catkowicie nowych
wiasnosci przez dang komérke. Na przykiad transfer genu czynnika (antygenu)
immunostymulujgcego do komorek nowotworowych moze sprawic¢, ze zmodyfiko-
wane komérki bedg dziataty jako rodzaj szczepionki przeciwnowotworowej. Wydaje
sie, ze transfer genu bedzie magt by¢ wykorzystany nie tylko w leczeniu, ale réwniez
w zapobieganiu wrodzonym chorobom genetycznym, nowotworom, chorobom infe-
kcyjnym iautoimmunizacyjnym.

Pierwszym krokiem do wykorzystania technologii transferu genu w celach tera-
peutycznych jest identyfikacja genu i poznanie jego funkcjonowania w warunkach
prawidtowych i patologicznych. Identyfikacja genu odpowiedzialnego za okreslong
chorobe pozwala na zastosowanie jego wykrywania do diagnostyki samej choroby
lub nosicielstwa w przypadku cech recesywnych. Znajomos$c¢ struktury genu stwarza
mozliwo$¢ uzupetnienia niedoboru jego produkcji droga syntezy w warunkach in
vitro. Inng mozliwoscia produkcji rekombinacyjnych lekéw jest wprowadzenie okre-
$lonych genéw do komoérek organizmu zwierzecego lub roslinnego. Najlepszym
rozwigzaniem jest transfer genéw do zaptodnionych komérek jajowych u ssakow.
Uzyskane transgeniczne zwierzeta zawierajg obcy gen we wszystkich komdérkach
organizmu. Jezeli wprowadzony gen koduje np. czynnik krzepnigecia ijest wydzielany
do mleka, to po oczyszczeniu uzyskujemy gotowy produkt pochodzenia “ludzkiego”.
W ten sposob uzyskano czynniki krzepniecia VIII i IX, erytropoetyne i alfa-1-anty-
trypsyne. Oprdcz uzyskiwania nowych $rodkéw leczniczych przy pomocy metod
biologii molekularnej mozliwajest réwniez molekularna modyfikacja istniejacychjuz
czynnikéw biologicznych. Dobrym przyktadem jest czynnik martwicy guza (tumor
necrosisfactor TNF). W normalnych warunkach TNF jest produkowany miejscowo
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przez limfocyty T w odpowiedzi na proces zapalny lub nowotworowy. Lecznicze
zastosowanie TNF jest ograniczone jego wysokg toksycznoscig. Zmiana pojedynczej
reszty aminokwasowej w sekwencji TNF zwieksza zdolno$¢ do wigzania sie z
komérkami oraz znaczgco obniza toksyczno$¢ TNF nie zmieniajgc jego wiasciwosci
przeciwnowotworowych [22],

TERAPIA GENOWA KOMOREK SOMATYCZNYCH
I ROZRODCZYCH

W badaniach na zwierzetach technologia transferu genu moze by¢ wykorzystana
do modyfikacji komérek somatycznych irozrodczych. Aktualnie ze wzgledoéw tech-
nologicznych ietycznych jedyng akceptowang formg modyfikacji genetycznej komo-
rek cztowieka jest somatyczna terapia genowa. Wszelkie wprowadzanie materiatu
genetycznego do komorek rozrodczych jest mozliwe wytgcznie w przypadku komorek
zwierzat.

TRANSFER GENU DO KOMOREK

Wprowadzanie DNA do komorek w celu uzyskania integracji zgenomowym DNA
i ekspresji okreslonego genu jest stosowane od przeszto 20 lat. Z metod fizycznych i
biologicznych najbardziej przydatne w terapii genowej okazaty sie techniki bazujgce
gtdwnie na wektorach retrowirusowych i pochodnych adenowirusoéw. Idealng techni-
ka mogtaby by¢é homologiczna rekombinacja, dzigki ktérej mozna precyzyjnie wy-
mieni¢ gen zmutowany na prawidtowy. Jednakze niezwykle niska wydajnosé
homologicznej rekombinacji nie pozwala na jej zastosowanie w terapii genowej.

TERAPIA EX VIVO | IN VIVO

Teoretycznie technologia transferu genu moze by¢é wykorzystana w w terapii
genowej komérek somatycznych irozrodczych, w tzw. wzmocnieniu genetycznym
oraz niechlubnej historycznie genetycznej eugenice. Transfer genu moze by¢ wyko-
rzystany do suplementacji stabo funkcjonujgcego genu, do zastgpienia genu zmuto-
wanego prawidtowym oraz do modyfikacji genu. Aktualnie stosowana technologia
transferu pozwala na losowe wprowadzenie do genomu okreslonej wielkosci odcinka
DNA. Techniki ukierunkowanego wprowadzenia genéw, tzw. gene targeting, ze
wzgledu na matg wydajnos¢ i ograniczenia techniczne nie znajdujg jeszcze zastoso-
wania w terapii genowej cztowieka.
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Zapobieganie i leczenie choréb poprzez transfer gendw obejmuje wzmocnienie
stabej funkcji, rekonstytucji brakujacej czynnosci lub supresji niepozadanej aktywno-
§ci. Transfer genu w celach terapeutycznych moze by¢ wykonany w warunkach in
vitro lub in vivo. Dokonywanie transferu genu do pobranych od chorego komaérek lub
tkanek jest okreslane mianem terapii genowej ex vivo. Pobrane komarki najczesciej
sg hodowane in vitro', po wprowadzeniu terapeutycznego genu dokonuje sie autolo-
gicznej transplantacji genetycznie zmienionych komaérek lub tkanek.

Innym podejsciem metodycznym jest tzw. terapia in vivo polegajgca na wprowa-
dzaniu leczniczych genow bezposrednio do wybranej tkanki. To podejscie metodycz-
ne dotychczas sporadycznie stosowane w terapii genowej u ludzi wydaje sie by¢
przysztosciowym rozwigzaniem wprowadzania in vivo terapeutycznych genow do
zmienionych chorobowo komorek i tkanek.

REGULACJA EKSPRESJI TRANS-GENOW

Znajomo$¢ mechanizmoéw regulacji ekspresji genow ma kluczowe znaczenie w
powodzeniu réznych form terapii genowej. W przypadku pierwszej klinicznej préby
leczenia transferem genu deaminazy adenozyny (ADA) ciezkiego ztozonego niedo-
boru odpornosci, problem regulacji ekspresji miat znaczenie drugorzedne z uwagi na
ciggtosé produkcji ADA oraz bardzo szeroki zakres stezen ADA u zdrowych ludzi.
W wielu innych schorzeniach, takich jak np. cukrzyca, gtbwnym ograniczeniem jest
trudno$¢ w uzyskaniu fizjologicznej regulacji poziomu insuliny po zastosowaniu
transferu genu.

WYBOR OPTYMALNEJ KOMORKI DOCELOWE]J
W TERAPII GENOWE]J

W zaleznos$ci od choroby stosowane sg r6zne komarki, do ktérych wprowadzane
sg terapeutyczne geny. W terapii genowej chordb dziedzicznych optymalnymi komor-
kami docelowymi sg takie, ktoére posiadajg zdolno$¢ do samoodnawiania, jak np.
fibroblasty lub krwiotwdércze komorki macierzyste. Transfer genu do komérki samo-
odnawiajacej sie, ktdra wykazuje defekt genetyczny, umozliwia wyleczenie choroby
genetycznej teoretycznie juz po jednokrotnym wprowadzeniu prawidtowego genu.
Koniecznym warunkiem jest uzyskanie stabilnej integracji wprowadzonego genu z
genomem gospodarzem. Osiggniecie efektu terapeutycznego w chorobach nowotwo-
rowych wigze sie z catkowitym zniszczeniem komoérek nowotworowych. Transferu
gendw ex vivo lub in vivo dokonuje sie badz do samych komérek nowotworowych lub
limfocytéw, fibroblastow lub innych komd6rek mogacych bezposrednio lub posrednio
hamowac rozwoj nowotwordéw. Z kolei w chorobach zakaznych, gtéwnie w AIDS,
limfocyty jako atakowane przez wirusa HIV sg gtéwnym celem transferu genéw
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majgcym za zadanie ochrone przed zakazeniem lub hamowanie rozwoju wirusa HIV.

UWARUNKOWANIA ZASTOSOWANIA TERAPII GENOWEJ

W wielu krajach prowadzenie prac doswiadczalnych oraz klinicznych z zakresu
transferu genu jest obwarowane licznymi przepisami. Terapia genowa musi by¢
poprzedzona doswiadczeniami in vitro oraz na zwierzetach laboratoryjnych. Konie-
czne jest uzyskanie odpowiednich wektoréw, wykazanie efektywnego transferu ge-
now i ekspresji w komoérkach docelowych, zar6wno w warunkach in vivo, jak iin
vitro. Efekt terapeutyczny musi by¢ wykazany na zwierzetach laboratoryjnych. Opra-
cowany protokot terapii genowej musi zawiera¢ doktadng procedure przygotowania
i podawania genetycznie zmienionych komorek. Niezbedne jest monitorowanie cho-
rych leczonych transferem genu. Nalezy zawsze oceni¢ mozliwo$¢ wystgpienia
objawow ubocznych i powiktan.

PIERWSZA TERAPIA GENOWA

Pierwsze kliniczne zastosowanie transferu genu zostato zapoczgtkowane 14 wrzes-
nia 1990 roku w celu terapii ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci (severe
combined immunodeficiency - SCID), uwarunkowanego brakiem deaminazy adeno-
zyny (ADA) [2], Ta ciezka choroba zostata wybrana do pierwszej terapii genowej ze
wzgledu na wczesniejsze sklonowanie genu ADA, doktadng znajomo$¢ funkcjono-
wania ADA, a przede wszystkim ze wzgledu na brak precyzyjnej regulacji ekspresji
genu ADA w warunkach fizjologicznych. W przypadku enzymu ADA r6znice w
stezeniu (aktywnosci) w zakresie 50-krotnosci nie powodujg w warunkach fizjologi-
cznych objaw6éw ubocznych. Ponadto w badaniach na zwierzetach uzyskano wydajng
transdukcje i stabilng ekspresje genu ADA w limfocytach krwi obwodowej. Transfer
genu ADA przywracat prawidtowg funkcje limfocytdw w warunkach in vitro. Z kolei
konwencjonalne leczenie dzieci obarczonych ciezkim ztozonym niedoborem odpo-
rnosci nie przynosito zadowalajacych wynikow. Pierwszy transfer genu ADA wyko-
nany u 4-letniej dziewczynki z ciezkim ztozonym niedoborem odpornosci
spowodowat korekte wielu parametréw odpowiedzi immunologicznej [5], Z uwagi
na dokonanie transferu genu do limfocytéw, czyli komdrek nie posiadajacych zdol-
nosci do samoodnawiania, zabieg transferu genu ADA byt powtarzany co 1-2
miesiecy, w wyniku czego uzyskano petna normalizacje wskaznikéw immunologicz-
nych, tgcznie ze zdolnos$cig do produkcji przeciwciat po podaniu szczepionki prze-
ciwgrypowej. Aktualnie w Kkilku o$rodkach na Swiecie zapoczatkowano proby
transferu genu ADA do krwiotwdrczych komorek macierzystych (CD34+) [3]. Istnieje
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duza szansa, ze w przypadku udanego transferu genu ADA do komdrek macierzystych
ciezka choroba genetyczna, jakg jest SCID, zostanie catkowicie wyleczona.

MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA TRANSFERU GENU W LE-
CZENIU CHOROB JEDNOGENOWYCH

Badania zmierzajgce do terapeutycznego transferu genu poczgtkowo kon-
centrowaty sie gtdwnie na chorobach dziedzicznych dotyczacych uktadu krwiotwor-
czego. Catos¢ procedury zmierzajgcej do uzyskania wprowadzenia i ekspresji
okreslonego genu najtatwiej mozna wykona¢ w przypadku komérek krwi obwodowej
lub szpiku kostnego. Teoretycznie w wiekszosci jednogenowych choréb mozna
zastosowac proby transferu genu w celu przywrdcenia brakujgcej funkcji. W choro-
bach metabolicznych, w przeciwienstwie do np. hemoglobinopatii, precyzyjna kon-
trola regulacji ekspresji genu nie zawsze jest konieczna. Istotnym problemem w
chorobach metabolicznych jest wprowadzenie genu, ktéry funkcjonowatby w sposéb
zapewniajgcy ustgpienie objawow klinicznych przy fizjologicznej regulacji wytwo-
rzonego produktu genu. Obecnie podejmowane sg préby stosowania terapii genowej
w jednogenowych schorzeniach, takich jak: choroba Gauchera, przewlekta choroba
ziaminiakowa, beta-talasemia, hemofilie (niedob6r czynnika V11 lub IX) [7], Prowa-
dzone sg réwniez proby transferu genu dla receptora LDL u chorych z rodzinng
hipercholesterolemia [24], Przeprowadzono réwniez pierwsze proby transferu genu
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) w mukcwiscydozie
[4,16].

TERAPIA GENOWA CHOROB UWARUNKOWANYCH
WIELOCZYNNIKOWO

Leczenie izapobieganie chorobom uktadu krazen: apoprzez transfer genéw bytoby
ze wszech miar pozadane z uwagi na bardzo duze zagrozenie spoteczne tymi choro-
bami. Jedna z koncepcji zaktada modyfikacje genetyczng komadrek srodbtonkowych
naczyn krwionosnych w celu zapobiegania zmianom o charakterze miazdzycowym
[23]. W przypadku rozwinietej choroby niedokrwiennej i wystapienia zawatu serca
modyfikacje genetyczne mogtyby stuzy¢ szybkiej rewaskularyzacji uszkodzonego
mies$nia sercowego. Z transferem genu do komorek miesni gtadkich naczyn krwio-
no$nych wigzane sa nadzieje na zapobieganie wystepowania zmian miazdzycowych
w naczyniach moézgowych, miesnia sercowego i innych.

Inne mozliwos$ci wykorzystania transferu genu do zapobiegania i leczenia choréb
wieloczynnikowych sg schorzenia reumatyczne. Zapobieganie powstawaniu zmian
zapalnych izwyrodnieniowych w kosciach i stawach poprzez genetyczng modyfikacje
komédrek wyznacza dalsze kierunki badawcze o duzych implikacjach praktycznych

[1].
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Perspektywicznie duzym zainteresowaniem winny sie cieszy¢ badania zmierzajace
do korekty zaburzen wystepujagcych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Wydaje sie,
ze wraz z pojawieniem sie nowych wektoréw stuzacych do transferu genu pojawig sie
mozliwosci korekty klinicznych zaburzen wystepujacych w chorobie Parkinsona,
Alzheimera, czy stwardnieniu rozsianym [9]. Istotg jest znalezienie wektorow o
wysokim neurotropizmie. Inng mozliwos$cigjest transplantacja do osSrodkowego ukta-
du nerwowego zmodyfikowanych in vitro komaérek nerwowych produkujgcych bra-
kujagce enzymy, jak np. hydroksylazy tyrozyny w chorobie Parkinsona [25].
Atrakcyjng perspektywa sa modyfikacje genetyczne komoérek nerwowych pro-
wadzace do odnowy zniszczonej tkanki nerwowej w stwardnieniu rozsianym, czy
chorobie Alzheimera.

Olbrzymie mozliwosci stwarza zastosowanie terapii genowej w schorzeniach
endokrynologicznych [20]. W miare poznawania molekularnych podstaw patogenezy
zaburzen uktadu dokrewnego bedzie mozliwa korekta wystepujgcych nieprawidtowo-
§ci w sensie kompensacji produkcji okreslonych hormonow, ogdlnoustrojowej ich
regulacji. Ciekawym przyktadem sg préby uaktywnienia ekspresji genéw erytropoe-
tyny w fibroblastach. Indukcja syntezy erytropeotyny przez fibroblasty, uzyskanajuz
u myszy, stwarza realne szanse na wykorzystanie w przysztosci tego podejscia
metodycznego w leczeniu przewlekiej niedokrwistosci u ludzi.

LECZENIE AIDS TRANSFEREM GENU

Aktualnie rozwijane sg dwie zasadnicze strategie terapii genowej AIDS. Pierwsza
okreslana mianem wewnatrzkomérkowej immunizacji zmierza do wytworzenia “od-
pornosci” komarki na zakazenie wirusem HIV w sensie zmiany tropizmu komorko-
wego, zahamowania replikacji wirusa i ograniczenie infekcji HIV w zakazonym
organizmie. Druga strategia polega na wzmocnieniu odpornosci przeciwwirusowej
poprzez uzycie genetycznie modyfikowanych komorek wykazujacych ekspresje pro-
duktéw wirusa HIV w celu indukcji specyficznej odpornosci [8].

TERAPIA GENOWA CHOROB NOWOTWOROWYCH

Problematyka terapii genowej nowotworéw zostata przedstawiona w jednym z
poprzednich numerow Postepéw Biologii Komérki [26]. Gtéwne strategie terapii
genowej choréb nowotworowych obejmujg modyfikacje genetyczng zmierzajaca do
zwiekszenia immunogennosci koltiérek nowotworowych, potencjalizacji; miejsco-
wych i uktadowych mechanizméw odpornos$ci swoistych i nieswoistych [18,19,21].
Gtoéwny kierunek préb klinicznych jest skoncentrowany na transferze gendw réznych
cytokin [14,15] i ich receptoréw [10] do komdrek nowotworowych lub limfocytéw
oraz transferze do komdrek nowotworowych gendw kodujgcych antygeny zgodnosci
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tkankowej lub swoiste antygeny nowotworowe. Druga strategia coraz szerzej stoso-
wana w prébach klinicznych dotyczy wprowadzania gendw, ktérych produkty akty-
wuja leki [13]. Sg to tzw. geny samobdjcy, ktérych gtéwym przedstawicielem jest gen
kinazy tymidynowej wirusa opryszczki pospolitej, ktérego produkt zmienia nietoksy-
czny gancyklowir w lek cytotoksyczny dla komérek nowotworowych [12]. Dalsze
strategie o potencjalnie duzym zastosowaniu praktycznym, to transfer genéw prowa-
dzacy do zahamowania ekspresji onkogenow, do zastepowania zmutowanych genéw
przeciwnowotworowych genami prawidtowymi [6] oraz stosowanie technologii anty-
sensu [17,27] itripleksu [11]. Elementem krytycznym w terapii genowej nowotworéw
jest transfer terapeutycznego genu do wszystkich komérek nowotworowych. Aktu-
alnie stosowane technologie niestety nie spetniajg tego warunku. Stosowane wektory
z trudem moga przekraczaé bariery Srédbtonka naczyn krwionosnych, a dotarcie do
stabo unaczynionej tkanki nowotworowej jest w zasadzie niemozliwe. Wydaje sie, ze
w najblizszej przysztosci pewng skutecznoscig bedg moglty wykazac sie produkty
genéw dziatajagce miejscowo bez koniecznosci transferu terapeutycznego genu do
wszystkich komorek. W przysztosci terapia genowa choréb nowotworowych powinna
zmierzaé¢ w kierunku leczenia przyczynowego, tzn. korekty mutacji i ekspresji onko-
gendw i gendw przeciwnowotworowych, ktérych zaburzenia prowadzg do rozwoju
choroby nowotworowej.

OBJAWY UBOCZNE

Tak jak w przypadku stosowania réznych form leczenia, réwniez w terapii
genowej nalezy sie liczy¢ z wystepowaniem objawéw ubocznych. Ogolne objawy
uboczne, takie jak: goragczka, dreszcze, zmiana obrazu krwi, powigkszenie watroby,
wysypka, moga by¢ zwigzane zrodzajem podanego wektoru, jego dawka, jak rowniez
z wielkoscig i modulacja ekspresji wprowadzonego genu. Ze wzgledu na losowa
integracje wektora retrowirusowego do genomu komorki gospodarza moze doj$¢ do
wytaczenia prawidtowo funkcjonujgcego genu lub aktywacji komérkowych onkoge-
néw. Potencjalnym ubocznym objawem moze by¢ indukcja odpowiedzi immunolo-
gicznej przeciwko biatku syntetyzowanemu przez nowo wprowadzony gen. Trudno
obecnie przewidzie¢ nastepstwa braku regulacji produkcji biatka kodowanego przez
wprowadzony gen.

ASPEKTY ETYCZNE TECHNOLOGII TRANSFERU GENU

Aktualnie w zasadzie akceptowane jest wykorzystanie metod inzynierii genetycz-
nej do produkcji lekéw i szczepionek, jak np. insuliny, hormonu wzrostu, czynnikow
krzepniecia oraz szczepionki przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby. Kwestie
etyczne rodzi zastosowanie catkowicie nowej technologii wprowadzajgcej zmiany w
materiale genetycznym cztowieka. Nalezy zda¢ sobie sprawe z duzej zbieznoSci
pomiedzy leczeniem przeszczepami szpiku iterapig genowg. W przypadku przeszcze-
pu szpiku do organizmu wprowadzane sg obce komérki z prawidtowym genem, w
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terapii genowej tylko prawidtowy gen. Stosowane obecnie proby kliniczne terapii
genowej komdérek somatycznych, nie wptywaja na geny przekazywane potomstwu.
Nie mozna wykluczyé, ze w przysztoSci, po opracowaniu bardziej precyzyjnej tech-
nologii transferu genu, bedzie mozliwe wprowadzanie prawidtowych genéw w miej-
sce zmutowanych do komorek rozrodczych cztowieka. Doswiadczenia takie sg juz
wykonywane na zwierzetach. Jednakze z uwagi na ciggle jeszcze mato doskonatg
technike pierwsze préby terapii genowej komérek rozrodczych cztowieka z pewno-
§cig nie zostang przeprowadzone w obecnym stuleciu. W przysztosci nie mozna
wykluczyé préb wykorzystania technologii transferu genu do poprawiania urody,
wzrostu wilosow, sity mieSniowej itp. Obecnie tego typu dyskusja rodzi szereg
dylematéw natury etycznej.

PODSUMOWANIE

Wykorzystanie technologii transferu genu do celdw terapeutycznych dopiero za-
czyna sie rozwija¢. Mozna przypuszcza¢, ze w najblizszych latach zamierzenia
badawcze i kliniczne beda koncentrowaly sie gtdwnie na prébach leczenia chordb
nowotworowych ito zaréwno w terapii zaawansowanej choroby, jak i w profilaktyce
rozwoju nowotworéw. Nalezy podkresli¢, ze na obecnym etapie rozwoju technologii
transferu genu, nie mozna chorym z nowotworami stwarza¢ nadziei na cudowne
wyleczenie. Wydaje sie , ze zasadniczy postep w terapii genowej nastgpi dopiero po
wyraznym przetomie technologicznym, ktérym mogg by¢ techniki umozliwiajagce
precyzyjng integracje terapeutycznego genu we wszysktich komorkach docelowych
w warunkach in vivo. Na podstawie olbrzymiego zainteresowania badaniami trans-
feru genu nalezy sadzi¢, ze na zasadniczy przetom terapii genowej nie przyjdzie nam
czekaé zbyt dtugo.
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VI Ogolnopolska Konferencja Biologii Komorki

po raz kolejny odbedzie sie w dniach 12-14 wrze$nia 1996 r. w Lublinie.
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w formie plakatéw - w ramach poszczegdlnych sekcji.

Zgtoszenie checi uczestnictwa w Konferencji powinno nastgpic¢ przed 31 stycznia
1996 roku (z podaniem tytutu zgtaszanej pracy, trzech stéw kluczowych oraz
sugestig sekcji tematycznej).

Obrady Konferencji bedg prowadzone w jezyku polskim.

Wszelkich informacji zwigzanych z Konferencja udziela

dr hab. K. Trebacz

Zaktad Biofizyki Instytutu Biologii UMCS

20-033 Lublin, ul. Akademicka 19

Fax: (81)375102, tel. 375080

E-mail: TREBACZ BIOTOP. UMCS. LUBLIN. PL
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liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy podac¢ kolejno tytut
pracy w jezyku polskim iangielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego,
nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40
znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa
kluczowe - 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sg tam zawarte.
W tytule i streszczeniu mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy
rozpocza¢ od nowej strony. W teks$cie nie zamieszczac tabel, schematéw lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢ otéwkiem
na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i
numerowane rozdziaty oraz podrozdzialy. Od nowej strony nalezy podac spis literatury. Skréty nazw czasopism
podawac¢ nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym).
Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym
( np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP,
Schwartz E [red. JHistone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly-
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej si¢ do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczegélnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie mogg przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
W szystkie zataczniki muszag by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszg by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skréotéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrécenia jej w ciggu 3 dni. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang praca, a ponadto moga zamoéwic¢ odbitki odptatnie.

Redakcja prosi o propozycje do 5 0s6b (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ aktualnymi wspétpracownikami ani pracownikami instytucji, w ktérej pracuje
autor. Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotgczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace

tania:
%}:)chzono 2 kopie maszynopisu, Treé¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata
tabel irycin. tak nie wystana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg iakceptujg prace, tak nie Dotgczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda o0s6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sa zamieszczone w tekscie artykutu tak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w “Postgpach Biologii Komérki” przechodzi na wtasno$¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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