N OWOéCi Ferrytyna

ekwiwalentem Zela_za
W zapobieganiu
| leczeniu anemii

Niedoboér zelaza w zywieniu prowa-
dzi do anemii. Schorzenie to jest bar-
dzo powaznym problemem dotycza-
cym az 30% ludnosci Swiata, szcze-
gblnie zamieszkujacej Azje. lIstniejg co
prawda ro$liny uprawne znane z bar-
dzo wysokiej zawartosci zelaza, takie
jak np. szpinak czy rosliny motylkowe.
Niestety, zawierajg one takze np.
kwas szczawiowy i fitynowy, co
zmniejsza ich bioprzyswajalnos¢. Pro-
bowano takze wiekszy¢ zawartos¢ ze-
laza w roélinach uprawnych hodujgc
je w kulturach hydroponicznych bo=
gatych w jony zelazawe. Jednakze me-
toda ta jest bardzo kosztowna i nie po-
zwala na akumulacje tego pierwiastka
tylko w okreslonych, zaplanowanych
czesciach roéliny. Poza tym, nadmiar
zelaza w $rodowisku zahamowuje roz-
woj roslin. W zwigzku z tym zastoso-
wanie hodowli hydroponicznej jest nie-
mozliwe na szerszg skale.

Czyzby naukowcy japoriscy znalezli
na to rade? Postanowili oni wzbogacic¢
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w zelazo najpopularniejszg w Azji rosline jadalng — ryz. Japonczyey wyko-
rzystali do tego celu ferrytyne. Feriytyna jest bowiem biatkiem magazynu-
jacym zelazo i zapewniajacym jego dostepno$¢ dla podstawowych potrzeb
komorki. Skiada sie ona z 24 homogennych lub heterogennych podjednostek,
zgromadzonych w duzy kompleks biatkowy (tzw. apoferrytyne), wewnatrz kto-
rego magazynowane jest zetazo w formie wodorotienku zelazowego w pota-
czeniu ze zmienng itoscig fosforandw. Biatko to wystepuje we wszystkich or-
ganizmach zywych (bakteriach, roélinach i zwierzetach). Znane sg takze se-
kwencje aminokwasowe ferrytyny pochodzacej z rdéznych organizméw. Cho-
ciaz homologia tych sekwencji pomiedzy ferrytynami roslinnymi i zwierzecymi
(w tym ludzka) jest dos¢ niska (39 - 49% jesli wigcz)miy peptyd tranzytowy,
a 56 - 66% bez tego peptydu) to jednak molekularna konformacja tego biatka
i jego pojemno$¢ dla zelaza sg konserwatdrwne. Nie powinno zatem by¢ kio-
potow z przyswajaniem feriytyny roslinnej przez organizm ludzki, a co sie
tym z tym wigze, z przyswajalnoscia zawartego w niej zelaza. We wczesniej-
szych badaniach nad mechanizmem regulacji biosyntezy tego biatka wyka-
zano, ze jest ona regulowana w zaleznosci od iloSci wewnatrzkomoérkowego
zelaza, ktérego wysoki poziom stymuluje specyficznie biosynteze ferryt3Any.
Przy czym u zwierzat dominuje regulacja na poziomie translacji, podczas
gdy u roslin przewaza regulacja na poziomie transkrypcji.

Z danych tych wynika, ze zwiekszenie (za pomoca inzynierii genetycznej)
zawartosci feriytyny w roslinach uprawnych moze pomoc rozwigza¢ problem
niedoboru zelaza w diecie.

Naukowcy japonscy zbadali mozliwo$¢ wprowadzenia genu ferrytyny so-
jowej do ryzu za posrednictwem Agrobacterium tumejaciens (patologicznej
bakterii glebowej, ktora ewolucyjnie wytworzyla system genetycznej kotoni-
zacji roslin). W tym celu ferrytynowe cDNA wyizolowane z 1 g liscieni soi
kilka dni po skietkowaniu amptifikowano za pomocg metody RT-PCR (reverse
transcriptase PCR). Uzyte primery byly komplementarne do sekwencji ferry-
tyny sojowej. Nastepnie otrzymany fragment cDNA feriytyny wklonowano do
wektora pCR Il. Poréwnanie sekwencji cDNA z sekwencjg ferrytyny sojowej
genu wykazato 95% identycznosci w konserwatywnych regionach. Nastepnie
ferrytynowe cDNA wbudowano do zmodyfikowanego plazmidu. Do pokiero-
wania ekspresjg genu feriytyny sojowej uzyto ryzowego promotora dla glu-
telin Glu B-1 (frakcji biatek zapasowych bielma, stanowigcych jeden z gtow-
nych sktadnikéw glutenu). Tak skonstruowany plazmid wprowadzono do Agro-
bacterium tumejaciens za pomocg metody elektroporacji. Stransformowane
Agrobacterium uzyto do infekcji 3-tygodniowych siewek pochodzacych z doj-
rzatych nasion ryzu. Rosliny te hodowano 6 tygodni na pozywce z dodatkiem
czynnika selekcyjnego w celu odrzucenia niestransformowanych egzempla-
rzy, a potem przez 5 tygodni na pozywce regeneracyjnej. Z lisci stransfor-
mowanych roélin izolowano catkowity DNA w celu potwierdzenia obecnosci
w ekstrakcie wprowadzonego genu ferrytyny sojowej, a co sie z tym wigze
— pozytywnej transformacji ryzu. Wykorzystano do tego celu PCR, a uzy-
skany produkt poddano elektroforezie i poréwnano wielko$¢ fragmentéw DNA
z wzorcem (genem ferrytyny sojowej). Stransformowane ro$liny (pozytywny

biotechnologia 3 (46) 99



180 Nowosci

wynik tego testu) aklimatyzowano przez 3 tygodnie na standardowych pozy-
wkach, po czym transplantowano je do gleby. Transgeniczny ryz rést w szklarni
w + 30 = 3°C w warunkach 12 h $wiatta/12 h ciemnos$ci az do zbioréw.

Ostatecznym jednak potwierdzeniem stabilnej transformacji roslin jest ana-
liza molekularna obecnosci wprowadzonego DNA przeprowadzona na potom-
stwie generatywnym (rosliny pokolenia Ti i T2). W trakcie mejozy sa bowiem
eliminowane wszystkie nietrwate potgczenia w obrebie DNA. Taka analiza zo-
stata réwniez przeprowadzona. Totalne DNA wyizolowane z lisci potomstwa
Tl i T2 poddano hybrydyzacji do znakowanej izotopem sondy wprowadzonego
genu (cDNA fenytyny sojowej). Dla skontrolowania ekspresji wprowadzonego
genu catkowity RNA wyizolowany z nasion i lisci roslin pokolenia Ti i T2
poddano reakcji RT/PCR, a nastepnie analizowano otrzymane cDNA. W ba-
daniach tych wykazano, ze transgeniczne rosliny zawieraty od jednej do kilku
kopii wprowadzonego genu przypadajaca na haploidalny genom. Stwierdzono
jednoczesnie, ze ekspresja genu fenytyny sojowej w ryzu byta tkankowospecy-
ficzna. Kopie wprowadzonego genu ulegaty bowiem ekspresji gtéwnie w biel-
mie nasion. Nastepnie w celu potwierdzenia ekspresji genu ferrylyny sojowej
w ryzu — Simtezy funkcjonalnej fenytyny ,.sojowej” z niedojrzatych nasion
pokolenia Ti wyekstrahowano catg pule biatkowa. Otrzymany ekstrakt anailizo-
wano stosujgc elektroforeze w zelu poliakrylamidowym z SDS, po czym wyko-
nano transfer biatek (rozdzielonych na zelu) na membrane PVDF {western
blotting). Nastepnie dokonano immunodetekcji biatek zwigzanych z membrang
z uzyciem poliklonalnych kréticzych przeciwciat skierowanych przeciwko fer-
rytynie sojowej. Jest to jedna z powszechnie stosowanych metod specyficznego
wykrywania biatka. W wyniku tej analizy wykryto prazek o ciezarze czaste-
czkowym ok. 28 kDa, a zatem odpowiadajacy ciezszej podjednostce ferrytyny
sojowej, co potwierdzito akumulacje ferrytyny ,,sojowej” w nasionach ryzu.
Zaobserwowano réwniez inny prazek — ok. 32 kDa, ktdry odpowiada pre-
kursorowi tego biatka (podjednostki ferrytyny powstaja bowiem w wyniku
modyfikacji posttranslacyjnej z fonn>' prekursoiowej). Oba prazki (32 kDa
i 28 kDa) otrzymano réwniez w homogenacie biatkowym z soi, ate nie zaob-
serwowano ich w homogenacie z nasion nietransformowanego ryzu.

W celu zbadania rozmieszczenia ferrytyny w nasieniu, wykonano odcisk
potéwki nasienia na membrane nitrocelutozowa, a nastepnie immunodetekcje
biatek przy uzyciu wspomnianych juz przeciwciat. Okazato sie, ze najwyzsza
akumutacje ferrytyny wykazywato bielmo nasienia. Rowniez zawartos$¢ zelaza
w bielmie byta znacznie wyzsza (3,4 £ 0,5 pg/10 ziaren), niz w zarodku (1,2
+0,1 pg/10 ziaren). Statystyczna analiza otrzymanych wynikéw wykazata
znaczacg roznice w Sredniej zawartosci zelaza w bielmie roélin transformo-
wanych i nietransformowanych (p = 0,02), ale nie w zarodkach tych roslin
(p = 0,64). Zastosowany do kontroli ekspresji genu ferrytyny sojowej promo-
tor glutelin spowodowat zgodnie z oczekiwaniem bielmowospecyfrczng aku-
mutacje ferrytyny, a dzieki temu, bielmowospecyirczny wzrost zawartosci ze-
laza w transgenicznym ryzu.

Naukowcy japonscy odnies$li sukces. Zawarto$¢ zelaza w nasionach po-
chodzacych z transgenicznego ryzu byla trzykrotnie wyzsza niz w nasionach
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nietransformowanych. Poziom zelaza w nasionach transgenicznych wahat sie
bowiem od 13,3 £2,8 do 38,1 +4,5 |ig/g suchej masy, podczas gdy w na-
sionach nietransgenicznych wynosit od 8,6 £ 3,3 do 14,3 + 3,0 fig/g suchej
masy.

P%)dobne badania przeprowadzono takze na tytoniu. Jednakze system ,,ry-
zowy” okazat sie znacznie wydajniejszy.

Uzyskane wyniki stwarzajg szanse ograniczenia wystepowania anemii na
Swiecie. Komerc}Qne zastosowanie opisanej metody wzbogacania ryzu w ze-
lazo pozwolitoby bowiem skutecznie zapobiec niedoborowi tego pierwiastka
W zywieniu.

Joanna Smoél

Opracowano na podstawie:
Goto F. i wsp., (1999), Nature Biotechnology, 17, 282-286.

Praca w ramach grantu KBN nr 0386.
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PNA jako nowe narzedzie w biologii molekularnej

NA oznacza peptydowy kwas nukleinowy {peptide nucleic acid) czyli poli-

mer zasad nukleinowych i aminokwaséw. PNA jest odkryciem ostatnich

lat. Uzyskuje sie go na drodze S3mtezy analogicznej do syntezy peptydéw. Row
noczes$nie wykazuje on wiele wiasciwosci zblizonych do dobrze juz poznanych
kwasow nukleinowych, przede wszystkim wysokie powinowactwo i specyficz-
nos$¢ wigzania poprzez hybrydyzacje komplementarnych kwaséw nukleinowych.

DNA jest to polimer zbudowany z jednostek monomerycznych — deoksy-
rybonukleotydéw. Kazdy z nich sklada sie z zasady azotowej, reszty cukrowej
i grupy fosforanowej. Szkietlet DNA stanowig czasteczki deoksyrybozy pota-
czone resztami fosforanowymi. Grupa 3’-hydroksylowa reszty cukrowej jed-
nego nukleotydu jest polgczona wigzaniem fosfodiestrowym z grupg 5-OH
nastepnej reszty cukrowej, itd. Jedynym zmiennym elementem struktury DNA
jest sekwencja czterech zasad (A, G, T, C). Kolejno$¢ zasad w DNA zapisy-
wana jest w kierunku 5 ™ 3’

W strukturze PNA zamiast deoksyrybozy i reszty fosforanowej jest N-2-
aminoetyloglicyna. Jej czasteczki tgcza sie wigzaniami peptydowymi i stano-
wig szkielet catej makrostruktury. Natomiast zasady azotowe, ktére tutaj
rowniez sg zmiennym elementem, dotgczone sg do aminokwasowych atoméw
azotu poprzez wigzania acetytowe (rys. 1). Sekwencje zasad w PNA odczytuje
sie w kierunku odpowiadajgcemu kierunkowi aminokwasow w biatkach czyli
od N- do C-konca. Z”vigzek ten otrzymuje sie syntetycznie z wydajnoscia
80-90%. Chcac uzyskaé produkt o wyzszej czystosci mozna zastosowaé oczy-
szczanie na HPLC oraz oznaczenie skladu metodg spektrometrii masowej
(1,2,9).

PNA charakteryzuje sie wietoma wiasciwosciami zbtizonymi do DNA, ale
rowniez szeregiem wiasciwosci chemicznych i fizycznych, ktére odroézniajg
obie molekuly. Wsérdéd cech wspélnych szczegdlne znaczenie ma zdolnos¢
tworzenia wigzan typu Watson-Crick prowadzaca do powstania dupleksow
z komplementarnymi oligonukleotydarni. Jest to wazne w wykorzystaniu PNA
jako sondy molekularnej do oznaczania sekwencji DNA i RNA. Mozliwe jest
rowniez tworzenie tryptekséw (PNA)2-DNA poprzez wigzania Watson-Crick-
Hoogsten (3,9) oraz wigzan kowalencyjnych miedzy oligomerami PNA a sze-
roka gama ligandéw. Na tej podstawie wyrdznia sie dwie grupy zwigzkow:
chimery i koniugaty (1,2,4). Chimera jest uktadem, w ktérym peptyd jest
zwigzany z PNA dzieki czemu posiada dwa segmenty dzialajgce niezaleznie
od siebie. Przyktadem chimery PNA-peptyd jest H-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-
Gly-Ado-Ado-Ado-TGT-ACG-TCA-CAA-CTA-Gly-NH2 (4). Z kolei koniugaty zto-
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DNA PNA

Rys. 1. Budowa chemiczna monomeréw DNA i PNA, gdzie B oznacza zasade azotowg

Zong sa z peptydowego kwasu nukleinowego i zwigzku o zdefiniowanych
wilasciwosciach np. biotyny, fluoresceiny, rodaminy, EDTA, itd. Koniugaty
sg formg sondy molekularnej znakowanej nieradioaktywnie i wykorzyst3rwanej
przy analizie sekwencji nukleotydowych w DNA (1).

Z wilasciwosci fizycznych jakie dato sie zaobserwowaé, PNA, w przeci-
wienstwie do kwaséw nukleinowych, moze tworzy¢ state potgczenia z kom-
plementarnymi DNA i RNA w roztworach o wyzszym stezeniu soli. W przy-
padku roztworéw o niskim i $rednim stezeniu soli (500 mM Nat) stabilnos¢
termiczna PNA-DNA jest zdecydowanie wyzsza anizeli DNA-DNA (1). Kolejng
istotng whasciwoscia fizyczng tej molekuty jest dobra rozpuszczalno$¢ w wo-
dzie i buforach o stezeniu jonowym ponizej 1 M Na+. W pojedynczych przy-
padkach zauwaza sie odstepstwa od tej reguly, szczegdlnie, gdy tancuch za-
wiera duzo zasad purynowych (zwiaszcza guaniny) lub gdy obecne sg wyla-
cznie sekwencje pirymidynowe (1,3). Wiadomo réwniez, ze PNA, pomimo stru-
kturalnych podobienstw do DNA, nie jest substratem dla enzymdw modyfi-
kujacych kwasy nukleinowe, jak réwniez nie moze petnié¢ funkcji primera dla
polimeraz. Te whasciwo$¢ wykorzystano w reakcji tancuchowej polimeryzacji
(PCR) do wykrywania pojedynczych mutacji w DNA (1,6,7). Zasada tej zmo-
dyfikowanej metody, na?*anej ,,PCR clamping” opiera sie na tym, ze w $ro-
dowisku reakcji, obok primeréw dla polimerazy DNA, znajduje sie PNA w wy-
sokim nadmiarze molowym. Primery sg komplementarne zaréwno do dzikiego
typu allelu, jak i allelu posiadajagcego mutacje. Natomiast PNA jest tak skon-
struowany, by wigzaé sie jedynie z nicig, w ktdrej wystepuje pojedyncza mu-
tacja. Jezeli powielana ni¢ DNA bedzie zawiera¢ takg mutacje, wéwczas PNA,
bedacy w nadmiarze, wygra konkurencje z PCR-primerem i zablokuje ampli-
fikacje kwasu nukleinowego. Jest to mozliwe, poniewaz, jak wspomniano,
peptydowy kwas nukleinowy nie moze by¢ starterem dla polimerazy DNA.

Kariera PNA w laboratoriach naukowych jest zdecydowanie zbyt krotka,
poczatki siegaja roku 1991, aby moéwi¢ o petnym wykorzystaniu tego zwigz-

biotechnologia 3 (46) 99



184 Nowosci

ku. Skupiono sie przede wszystkim na okre$laniu sekwencji kwaséw nuklei-
nowych i ich pojedynczych mutacji stosujac do tego celu odpowiednio zmo-
dyfikowane metody analityczne [Southern/northern blotting, PCR). Metoda Sout-
hern blotting w ogélnym zarysie polega na trawieniu DNA enzymami restry-
kcyjnymi, rozdzieleniu powstatych fragmentéw metoda elektroforezy zelowej
i zwigzaniu ich z komplementarng sondga molekularng. W klasycznym wy-
daniu sonde stanowit oligonukleotyd znakowany izotopem lub W miej-
sce nukleotydowego atomu fosforu. Modyfikacja tej metody polega na zasto-
sowaniu jako sondy sekwencji PNA znakowanej zwigzkami tatwymi do iden-
tyfikacji, np. enzymem czy fluoresceing (1,5,8). Jednym z ciekawszych przy-
ktadoéw badan wykorzystujacych hybiydyzacyjne wiasciwosci PNA sg badania
nad ludzkimi chromosomami (8).

Ogodlnie rzecz biorgc, PNA wykazuje mniejsze podobienstwo do DNA, niz
poczatkowo mogto sie wydawac. Ze wzgledu na rdéznice w budowie i wiasci-
wosciach powinno sie raczej ten pierwszy traktowac jako nasladowce dru-
giego, a nie jego analog. Konsekwencjg tego jest fakt, ze badania nad PNA
i DNA moga przebiega¢ niezaleznie od siebie dajgc naukowcom szerokie pole
do dziatania. Unikatowe wiasciwosci PNA, ktore juz poznano, a przede wszy-
stkim te, ktére nie sg jeszcze odkryte, moga w niedalekiej przysztosci przy-
czyni¢ sie do szerszego ich wykorzystania w technologii molekularne;j.

Olimpia Witczak i Magdalena Kwiatkowska
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