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Transfer and transgene expression
Summary

The development of transgenic plants strongly depends on the stable intro-
duction of foreign nucleic acid into the plant genome. Recently, various trans-
formation methods have been developed and successfully used for the devel-
opment of transgenic plants of agricultural importance. Various vectors have
been prepared, however the binary vector based on agrobacterial T-DNA is
most commonly used. Of vectorless gene transfer systems, particle bombard-
ment seems to be most useful. In both approaches, stable integration of DNA is
based on random hybridization. The transformation efficiency is measured by
the level of transgene expression and it may be potentially improved by diffe-
rent modifications, including insertion of multiple copies of promoter into a
particular gene, insertion of procaryotic enhancer, increasing of mRNA stability,
insertion of SAR/MAR sequences at tbe ends of gene, etc. Very recently it has
been found that the increase of histone synthesis enhances transgene expression
possibly as a result of increased transformation efficiency. Transgenic plants
production also depends on the efficiency of the plant regeneration system
which is used. There is no universally applicable method for regeneration of
different tissues from various sources, thus regeneration protocol should be
modified appropriately for each tissue and species.
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1. Wstep

Komorki bakterii glebowej Agrobacterium tumefaciens posia-
dajgce olbrzymi, okoto 200 kpar zasad Ti plazmid sg zdolne do
indukcji wzrostu nowotworowego zakazonych komorek. Taka
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wiasciwos¢ zawdzieczajg obecnosci duzego, bo okoto 20 kpar zasad T - regionu
w plazmidzie i jego integracji do genomowego DNA komorki gospodarza. Ten natu-
ralny system transferu DNA wykorzystuje sie do transformacji komorek roélinnych
(1). System ten posiada jednak ograniczenia wynikajgce stad, ze nie wszystkie ko-
morki roslinne moga by¢ gospodarzem dla Agrobacterium i dlatego poszukiwano
i poszukuje sie nadal alternatywnych sposob6w transformacji komorek.

2. Techniki transformacji roslin

2,1. Transformacja za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens i Agro-
hacterium rhizogenes

Ten sposéb transformacji jest najbardziej eksploatowany przy manipulacjach ge-
nomem roslinnym. Przenoszony jest tzw. T-kompleks ztozony z jednoniciowego
T-DNA i co najmniej dwoch typdw biatek wirulentnych VirD2 i VirE2 kodowanych
przez Ti ptazmid (rys. 1). VirD2 jest endonukleazg wycinajacg T-DNA z Ti plazmidu
w miejscach zdefiniowanych i wigze sie kowalencyjnie przez swoja reszte fosfotyro-
zyny do 5’-koncow jednoniciowych tancuchéw. Biatko VirE2 wigze jednoniciowy
DNA chronigc go przed atakiem nukleotitycznym w komorce rodlinnej. Oba biatka
lokuja DNA w jadrze komdrkowym, gdzie nastepuje jego integracja do genomowe-
go DNA. Podkreslenia wymaga, ze T-DNA nie posiada zadnego genu, ktory bytby od-
powiedzialny za transfer DNA (2). Wprowadzeniem Ti plazmidu do komérki steruje
region vir plazmidu znajdujacy sie poza obszarem T-regionu. Najwazniejszym ele-
mentem T-DNA sg jego 25-nukleotydowe oba kornce, ktore sa atakowane przez
VirD2, i ktore determinujg zdolnos¢ wbudowywania sie T-DNA do genomu. Dowol-
na sekwencja zawarta miedzy takimi 25-nukleotydowymi fragmentami moze hy¢
wbudowana do genomu ros$linnego, proces integracji zaczyna sie od homologicznej
rekombinacji 25-nukleotydowej jednoniciowej sekwencji granicznej lewostronnej,
a konczy na integracji konca kowalencyjnie zwigzanego z VirD2 i syntezie nici kom-
plementarnej. Odcinki homologiczne rekombinujgcych sie sekwencji sg bardzo
krétkie i wynosza pie¢ nukleotyddéw w lewostronnej sekwencji i jeden lub wigcej
(mikrohomologia) w sekwencji granicznej prawostronnej i stad miejsce integracji
T-DNA jest nieswoiste. Integracja T-DNA jest przyczyng niewielkich 13-73 par zasad
delecji w genomowym DNA (3). Technika transformacji za pomocg Agrobacterium
jest prosta i nie wymaga specjalnej aparatury. Sterylne eksplantaty lisci lub innych
tkanek inkubuje sie z kulturg bakteryjng Agro/jacfer/un? posiadajacych zmodyfikowa-
ny zgodnie z potrzebg T-DNA. Nastepnie eksplantaty hoduje sie przez dwa dni na
pozywce indukujgcej tworzenie todyg po czym przenosi sie je na takg samg pozyw-
ke zawierajgcag antybiotyki zabijajace bakterie i selekcjonujace transformanty. Prze-
zywajace transformanty sg ukorzeniane i po kilku tygodniach przenoszone na pod-
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Rys. 1. Schemat przeniesienia transgeiui do komérki roslinnej za posrednictwem/Igrobocfenum tii-
mefaciens. Opis w tekscie.

toze z ziemia. W zdecydowanej wiekszosci prac dominuje transformacja wykonywa-
na za posrednictwem A. tumefaciens, niektore Jednak sg przeprowadzane z uzyciem
A. rhizogenes. Oba gatunki bakterii transformujg komorki roslinne w ten sam sposéb,
Jednak infekcja A. rhizogenes manifestuje sie tworzeniem u transformantow korzeni
wiosnikowych, a T-DNA, ktéry ulega integracji pochodzi z Ri (root inducing) plazmi-
du. Niektore gatunki roslin tatwo regenerujg sie z korzeni witosnikowych. Podsumo-
wujac oba gatunki bakterii sg podobnie skuteczne w transformacji komorek roslin-
nych.

2.2. Transformacja wirusami

Wektory wirusowe posiadajg niektére korzystne cechy dla ich zastosowania we
wprowadzaniu obcego DNA do komorek roslinnych, posréd ktérych na uwage za-
stuguja tatwosé infekcji oraz duza ilos¢ wbudowywanych kopii, a zatem wysoka eks-
presja wbudowanych gendw znajdujacych sie pod kontrolg odpowiedniego promo-
tora. Stosowanie wiruséw Jako nosnikow informacji ma Jednak ograniczenia takie
Jak limitowana wielko$¢ obcego DNA, przyktadowo CaMV nie moze przenosi¢ dtuz-
szych fragmentdw niz 0,8 kpar zasad, infekcja wirusowa zwykle objawia sie¢ swoisty-
mi dla danego wirusa wasciwosciami lub Jest wrecz letalna dla komérek gospoda-
rza. Wielokrotnie obserwowano, ze z wysoka czestoscig pojawiaja sie btedy w syn-
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tezie wirusowego RNA, i co wazniejsze, ze ich konsekwencjg jest bledna ekspresja
wprowadzanych gendw.

2.3. Transformacja bezposrednia

Od wielu lat prowadzi sie badania nad sposobami bezposredniego wprowadza-
nia genéw do komorek roslinnych co znakomicie uproscitoby zaréwno transforma-
cje jak i konstrukcje wprowadzanego materiatu genetycznego. Posrod stosowanych
technik na uwage zastuguja inkubacja Ti plazmidu z protoplastami komarek roslin-
nych w obecnosci polietylenoglikolu i poli-L-ornityny lub koprecypitacja w obecno-
$ci fosforanu wapnia oraz traktowanie protoplastow wysoka temperaturg lub wyso-
konapieciowym pradem elektrycznym znanym jako elektroporacja. Niewatpliwie
najwiekszg korzyscig ze stosowania tych technik jest brak ograniczeh gatunkowych,
przez dtugi czas roéliny jednoliscienne takie jak kukurydza, ryz czy pszenica byly
odporne na transformacje Agrobacterium i z myslg o tych waznych gospodarczo ro-
$linach poszukiwano nowych sposobéw ich transformacji. Nowg technika, ktérej
stosowanie jest juz dos¢ szerokie jest transformacja biolistyczna dziatem genowym.
Komérki, tkanki tub zarodki bombarduje sie w proézni niewielkimi, o $rednicy
1,2 pm czastkami wolframu lub ztota pokrytymi plazmidami. Wielkim ogranicze-
niem stosowania bezposrednich technik jest nieprzewidywalno$¢ albo przypadko-
wos¢ w jakosci wbudowywanego DNA do genomu gospodarza. Rearanzacja, delecja
lub tworzenie duzych katamerow wektorowego DNA jest bardzo czesto obserwo-
wana w procesie integracji do genomu roslinnego, zjawisko to pojawia sie o wiele
czesciej, niz wtedy gdy komérki transformuje sie za pomoca Agrobacterium.

2.4. Inne metody przenoszenia genu

Sposrod technik specjalnego przeznaczenia na uwage zastugujg fuzja protopla-
stéw indukowana polietylenoglikolem, za posrednictwem ktorej mozna przenosic¢
geny miedzy gatunkami bez koniecznos$ci izolacji wektora, mikroiniekcja, dzieki,
ktorej mozliwe jest lokowanie konstruktu we wiasciwym kompartmencie komdrki
oraz przenoszenie DNA przez liposomy, ktora to technika dopiero si¢ rozwija
z chwilg opracowania metody pozyskiwania liposoméw kationowych. Ostatnia z wy-
mienionych posiada jeszcze i takg korzys¢, ze DNA zamkniety w liposomie jest chro-
niony przed atakiem nukleolitycznym ze strony transformowanej komdrki. Ucigzli-
woscig jest natomiast konieczno$¢ przygotowania protoplastéw oraz bardzo czesto
obserwuje sie tandemizacje wbudowanego do genomu DNA.

Podsumowujac najbardziej skuteczng technikg stabilnej transformacji jest ta z u-
zyciem Agrobacterium tumefaciens jednak nie wszystkie gatunki roslin sg na nig po-
datne i wszedzie tam, pomimo ograniczen, stosuje sie technike biolistyczna.
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3. Ekspresja transgenu w roslinach

Badanie ekspresji obcego genu w komdrce ma kilka celéw, po pierwsze - po-
zwala oceni¢ w Jakim stopniu daje sie manipulowac¢ ekspresja genu dla osiggniecia
poprawy plonowania lub ulepszenia wartosci plonu, po drugie - pozwala na $le-
dzenie mechanizmdw regulujacych ekspresje genu i po trzecie - pozwala na wery-
fikacje mechanizméw kontrolujgcych rézne drogi metabolizmu roélin. Badania eks-
presji gendéw wbudowanych w homologiczny lub heterologiczny genom, w réznych
warunkach otoczenia oraz w réznym stadium rozwoju organizmu dostarczyto cen-
nych informacji na temat c/s-regulatoréw i trans-czynnikdw biorgcych udziat w kon-
troli ztozonego procesu transkrypcji gendw.

3.1. Dystrybucja transgenu w genomie

W wielu dotychczas uzyskanych danych demonstruje sie brak jakichkolwiek pre-
ferencji sekwencyjnych lub strukturalnych w integracji transgenu. W nielicznych
jednak pokazuje sie, ze w niektorych przypadkach swoistos¢ taka ma miejsce. Inte-
gracja niemodyfikowanego T-DNA ma miejsce w tych obszarach genomu, ktore sg
bardziej podatne na trawienie DNazg |, T-DNA zawierajagcy bezpromotorowy gen re-
porterowy ekspresjonuje sie z takg sama wydajnoscig w tak odlegtych gatunkach ro-
$lin jak tyton i rzodkiewnik (4,5), obie obserwacje wskazujg na preferowane miejsca
wbudowania transgenu. Nadto, bardzo czesto rézne T-DNA uzyte rownocze$nie do
transformacji wbudowujg sie w to samo miejsce, co sugeruje obecnos¢ pewnych wy-
rozniajacych sie miejsc szczegélnie podatnych na integracje obcego DNA (3). Jed-
nym z ciekawszych przyktadéw swoistosci integracji T-DNA stanowi mutant rats
Arabidopsis thaliana. Rat 5 jest odporny na transformacje Agrobacterium i posiada
dwie kopie T-DNA w tandemie w swoim genomie. Przy uwaznej analizie sekwencyj-
nej wykazano, ze lewostronna sekwencja graniczna T-DNA znajduje sie w 3' nie-
translatujgcym sie koncu genu kodujacego histon H2A. Przywr6cono mutantowi
rat5 zdolno$¢ do transformacji przez Agrobacterium poprzez wprowadzenie kon-
struktLi zawierajacego gen kodujacy histon H2A (6). Oznacza to, ze T-DNA moze by¢
precyzyjnie lokowany oraz, ze histon H2A bierze udziat w integracji obcego DNA
i przez to ma wpltyw na ekspresje transgenu. Nadekspresja histonu H2A w szczepie
dzikim zwielokrotnita jego wydajnos$¢ transformacyjna.

3.2. Czynniki cis regulujace ekspresje transgenu
Transformacja komérek roslinnych z nastepujaca regeneracjg roslin zawsze ma-

nifestowata sie pozyskaniem roslin z ré6znym poziomem ekspresji transgenu. Suge-
rowano, ze miejsce integracji obcego DNA determinuje poziom jego ekspresji. W jed-
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Schemat organizacji domenowej genomowego DNA

Rys. 2. Schemat organizacji genomowego eukariotycznego DNA. W schemacie blokowym opisane sa
sekwencje charakterystyczne dla SAR/MAR elementéw: ARS, sekwencje inicjacji replikacji DNA; 1 - 1V,
bloki sekwencji o nieznanej funkcji; A, T, sekwencje bogate w adenozyne i tyming; Topo II, miejsce
wigzania topoizomerazy |l. Pozostate opisy w tekscie.

nym jak dotychczas przypadku udato sie pokazaé, ze nie ekspresjonujacy sie trans-
gen w jednym miejscu przeniesiony przez reklonowanie do innego miejsca zyskuje
petng aktywnos¢ ekspresyjnag (7).

W badaniach nad sekwencjami potencjalnie zaangazowanymi w regulacje ekspresji
transgenu szczegdlng uwage zwrdcono na sekwencje SAR/MAR kotwiczace genomowy
DNA w macierzy jadrowej (rys. 2). W kilku doniesieniach pokazano, ze T-DNA czesto
odnajduje sie w poblizu aktywnie ekspresjonujgcych sie genoéw (5,8) oraz, ze aktywne
transkrypcyjnie sg fragmenty DNA znajdujagce sie¢ w poblizu miejsc kotwiczenia DNA
w macierzy jadrowej. Stad wysunieto przypuszczenie o mozliwym wplywie sekwencji
SAR/MAR na ekspresje transgenu. Przygotowano konstrukt, w ktérym w otoczeniu se-
kwencji SAR drozdzowej wprowadzono reporterowy gen kodujacy (3-glukuronidaze
(GUS) i konstrukt wprowadzono do komorek tytoniu w hodowli ptynnej. Aktywnos¢
GUS byta okoto 12 razy wyzsza, wowczas gdy gen reporterowy znajdowat sie w oto-
czeniu sekwencji SAR w poréwnaniu do konstruktu bez tych sekwencji (9). Zjawisko
wzmocnienia ekspresji przez sekwencje SAR/MAR nie jest jednak powszechne. Zna-
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nych jest wiele doniesiert nie opublikowanych, w ktérych nie obserwowano zadnych
zmian w ekspresji transgenu po wprowadzeniu sekwencji SAR/MAR.

Ekspresje transgenu w komorkach roslinnych usituje sie wykorzysta¢ w celu ob-
nizenia ekspresji endogennego genu poprzez mechanizm interakcji homologicz-
nych sekwencji nazwany skrotowo HDGS (homology dependent gene silencing). Wczes-
niej zjawisko byto znane pod nazwg kosupresji, albowiem zmniejszonej ekspresji
ulegaja oba geny, endogenny i egzogenny i opisano je dla takich enzymdw jak syn-
taza chalkonu (10), p-1,3-glukanaza (11), p-glukuronidaza (12), fosfotransferaza neo-
mycynowa (13), chitynaza (14) i reduktaza azotynowa (15). Generalnie mechanizm
polega na wprowadzeniu do komdrki sekwencji homologicznej do genu endogen-
nego i ich interakcji, ktéra manifestuje sie metylacjg DNA i zahamowaniem jego eks-
presji. Mechanizm ten, chociaz chetnie cytowany, nie jest jedynym w komoérkach
Neurospora, w ktorych nie zachodzi metylacja DNA, ale supresja endogennego genu
przez wprowadzenie homologicznego transgenu, ktora jest zjawiskiem czesto ob-
serwowanym, a diugo$¢ homologicznego fragmentu wywolujacego supresje jest
niewielka [132 par zasad] (16).

Czestos¢ wystgpienia HDGS, jak dotgd nie jest mozliwa do przewidzenia chociaz
wielokrotnie obserwowano, ze powtdrzenie sekwencji transgenu w konstrukcie wzma-
ga HDGS (17-19). Niedawno opublikowano dane demonstrujace mozliwos$¢ zwiek-
szenia prawdopodobienstwa wystapienia HDGS. Utworzono dwa konstrukty zawie-
rajgce gen kodujgcy enzym biosyntezy etylenu ACC-oksydaze pod kontrolg promo-
tora 35S przy czym, jeden z konstruktow wzbogacono o dwie dodatkowe kopie nie-
translatowanego 5' regionu i takimi konstruktami transformowano komorki pomi-
dora. Okazato sig, ze 96% roslin transformowanych wzbogaconym w 5' region ge-
nem ACC-oksydazy wykazuje redukcje aktywnosci oksydazy, a tylko ]5% roslin ma
zmniejszong aktywno$¢ oksydazy, gdy transformacji dokonano konstruktem bez do-
datkowego 5' regionu (20). Zatem powielenie niekodujacych regulatorowych sek-
wencji otaczajgcych transgen gwarantuje niemal 100% supresje endogennego genu.

Podkreslenia wymaga to, ze w dwoch przypadkach homologia sekwencji wpro-
wadzonej i endogennej prowadzi do koaktywacji genu. Nadekspresja reduktazy hy-
droksymetyloglutarylo-CoA jednego z najwazniejszych enzyméw szlaku syntezy izo-
prenoidéw prowadzi do wzmocnienia ekspresji genu endogennego (21), podobnie
nadekspresja cDNA kodujacego biatko 14-3-3 z dyni w ziemniaku powoduje uwydat-
nienie syntezy mRNA kodujgcego endogenng izoforme biatka 14-3-3 (22).

3.3. Czynniki trans regulujace ekspresje transgenu

0Od dawna zdawano sobie sprawe z potencjalnego uczestnictwa biatkowych czyn-
nikow/ roslinnych w integracji transgenu, jednak znaczacy postep w tej dziedzinie
poczyniono niedawno. Sklonowano gen AtKAPa z Arabidopsis homologiczny do droz-
dzowego i zwierzecych biatek nalezacych do rodziny karioferyn a posiadajacych
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zdolno$¢ wigzania biatek posiadajgcych sekwencje NLS kierujgcych te biatka do
jadra komoérkowego. Ustalono nastepnie, ze produkt AtKAPa wiaze swoiscie i kieru-
je do jadra komorkowego VirD2, biatko kowalencyjnie wigzace sie do T- DNA (23).
Przy uzyciu drozdzowego systemu dwuhybrydowego zidentyfikowano \n Arabidopsis
thaliana trzy biatka reagujace z endonukleazg VirD2 i dwa biatka oddziatujgce
z VirE2. jednym z biatek oddziatujgcych z VirD2 jest cyklofilina, pokazano, ze kom-
pleks cyklofilina-VirD2 jest dysocjowany przez cyklosporyne A, co koresponduje
z wczesniejsza obserwacja, ze cyklosporyna hamuje transformacje komdrek Arabi-
dopsis i tytoniu wykonywang przy uzyciu Agrobacterium (24). Stosujac dwuhybrydowy
system zidentyfikowano w pomidorach biatkowg fosfataze DIG3 oddziatujgca z VirD2.
D1G3 wykazuje jednak przeciwstawng funkcje do AtKAPa i cyklofiliny, a mianowicie
hamuje import T-kompleksu do jadra komdrkowego. Istotng role w integracji trans-
genu petni histon H2A, jak juz wzmiankowano, nadekspresja H2A wzmaga efektyw-
nos$¢ transformacji (6).

3.4. Konsekwencje ekspresji transgenu

Z uwagi na przypadkowo$¢ miejsc integracji transgenu trudna jest ocena osta-
tecznych jej skutkéw. Na podstawie wielu wykonanych badan mozna przewidywac,
ze nadekspresja biatka endogennego moze sie manifestowaé kosupresjg, zatem do
nadekspresji nalezy wybra¢ homologiczny, ale odlegty gatunkowo gen, na tym jed-
nak przewidywania sie konczg i skutki transformacji oceniamy postfactum. W wiek-
szosci przypadkéw jest wielka réznica miedzy oczekiwaniami a tym co sie uzyskuje,
przyktadowo represja kazdej z osobna ziemniaczanych fosfoglukomutaz cytosolo-
wej i plastydowej, zgodnie z oczekiwaniem, manifestuje sie dramatycznym spad-
kiem syntezy skrobi, represja obu enzymow réwnoczesnie zaskakuje tym, ze po-
ziom skrobi jest niezmieniony w stosunku do roslin niemodyfikowanych (Alisdair
Fernie, Anna Swiedrych, dane nie opublikowane). Nadekspresja pirofosforylazy ADP-
-glukozowej prowadzi zgodnie z przewidywaniem do wzmocnienia syntezy skrobi
w ziemniakach (25), przeciwnie represja tego enzymu - réwniez zgodnie z oczeki-
waniem - manifestuje sie zmniejszong syntezg skrobi (26). Nieoczekiwane i zaska-
kujace jest, ze w roslinach z represja AGPazy obserwuje sie ogromny wzrost ak-
tywnosci takiego enzymu jak syntaza fosfosacharozowa oraz podobnie zasadniczy
spadek poziomu takich biatek jak kompleks biatkowy 22 kDa oraz patatyna nie
majacych w zasadzie zadnego zwigzku z przeprowadzong modyfikacja. Nadto, ma-
nipulacja zawarto$cig skrobi w organach zapasowych jakimi sg bulwy ziemniakéw
prowadzi do zmiany ich funkcji gromadzenia cukréw, poprzez zmniejszenie ilosci
skrobi z rownoczesnym zwigkszeniem cukrow prostych uzyskuje sie drastyczng re-
dukcje wielkosci bulw (26). Te i inne eksperymenty prowokujg do postawienia py-
tan: czy operacja na genomie rodzi stres, tj. czy mozna bezkarnie manipulowac ge-
nami? i czy stres ten wyraza sie w sposob wymierny?, czy istnieje jaki$ jeden gene-
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rainy czynnik informujacy o przebytym stresie? Odpowiedz na pierwsze pytanie, Jak
sie zdaje, nie jest trudna. Kazdy stres Srodowiskowy ma swdj poczatek i koniec
w genomowym DNA, odbiorcg stresu jest produkt genu i reakcjg na stres jest tez
produkt genu, dlaczego zatem operacja na takim centrum dowodzenia nie miataby
mie¢ konsekwencji w jego organizacji i funkcji. Nie jest jednak tatwe zebranie prze-
konujacych danych wskazujacych na istnienie zjawiska, jednakze pewne zgroma-
dzone w literaturze dane mogg o tym Swiadczy¢. Wiadomo, ze integracja T-DNA do
genomu jest zwigzana z aktywacjg aparatu naprawczego DNA w komorce. Cytowana
aktywacja wielu genéw ziemniaczanych, wowczas gdy zrepresjonowano AGPaze sta-
nowi znakomity przyklad najprawdopodobniej reorganizacji genomowego DNA cze-
go konsekwencja jest zmiana ekspresji wyszczegolnionych genéw. Na specjalng jed-
nak uwage zastugujg dwa doniesienia, z ktérych pierwsze juz cytowano, a mianowi-
cie koaktywacja ekspresji endogennego ziemniaczanego mRNA kodujacego biatko
14-3-3 oraz réwniez aktywacja ekspresji biatka 14-3-3 w komérkach ziemniacza-
nych, do ktérych wprowadzono transgen kodujacy czynnik poli ADP-rybozylacji w od-
wrotnej orientacji (27). W pierwszym przypadku niezwykle zadziwiajgce jest, ze po-
nad 70% homologia pomiedzy wprowadzonym i endogennym genem nie zmierza do
SLipresji - czego oczekiwano, a do aktywacji ekspresji endogennego genu. Mozna
to tylko wyjasni¢ w kategoriach reorganizacji genomu na skutek transformacji (22).
W drugim przypadku oba geny nie majg ze sobg nic wspolnego i aktywacje ekspresji
endogennego genu 14-3-3 mozna zrozumie¢ zakladajgc rearanzacje genomu. Zna-
czenie fizjologiczne biatek 14-3-3, chociaz bardzo intensywnie badane w wielu labo-
ratoriach, jest jeszcze dalekie od klarownosci. Uderzajace jest, ze biatka te sg wszech-
obecne, tj. we wszystkich kompartmentach komoérki w tym réwniez w jadrze ko-
moérkowym i regulujg wasciwie wszystkie szlaki metaboliczne, a takze inne funkcje
komorki, jak proliferacje i apoptoze poprzez oddziatywanie z wazniejszymi enzy-
mami tych szlakéw (28). jednym z enzyméw regulowanym przez te biatka jest hy-
droksylaza tyrozyny, najwazniejszy enzym na szlaku syntezy neurotransmiterow ja-
kimi s katecholaminy (dopamina, noradrenalina, adrenalina) w komoérkach ssaczych.
Wykazano, ze w ro$linach ziemniaka wystepujg katecholaminy, jak rowniez, iz 14-3-3
reguluje ich poziom (29). Waznym odkryciem jest, ze ekspresja genow 14-3-3 jest
regulowana w rozwoju organizmu (30), wraz z rozwojem organizmu i réznicowa-
niem organ6w nastepuje reorganizacja genomowego DNA, zatem prawdopodobne,
ze ekspresja gendéw 14-3-3 jest symptomem zmian w genomie.

Podsumowujac oczywiste jest, ze wprowadzenie obcego DNA do genomu wigze
sie z reakcjg komorki w postaci ekspresji gendw nie zwigzanych bezposrednio
z funkcja wprowadzonego transgenii. Z pewnoscig istnieje wiele genéw reagujacych
na takie zmiany, ktérych ekspresja wigze sie bezposrednio ze zmianami w organiza-
cji genomu.
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