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Skarby z genetycznego $mietnika

W potowie 1994 r. znamy sekwencje nu-
kleotydowe ok. 4000, sposréd — Jak sie
sadzi — 100 tysiecy, ludzkich genow.

Nawet te 100 tysiecy genéw stanowi zale-
dwie 3% ludzkiego DNA. Niekt6rzy osmielili
sie kiedy$ nazwac niebagatelng reszte — ge-
netycznson smietnikiem. Trudno taki poglad
zaakceptowaé; jednak jeszcze trudniej przy-
pisa¢ konkretne funkcje 97% naszego geno-
mu. Jak je wykiy¢ i jak je poznac?

Trzeba utrwali¢ sposéb patrzenia na chro-
mosom nie jak na katalog pozytecznych in-
formacji rozrzuconych w $mietniku, a jak na
ztozong informacyjng strukture przepetniong
wyszukanymi systemami podtrzymujgcymi
i kontrolujagcymi aktywno$¢ genoéw koduja-
cych biatka. Im prostszy organizm, tym pro-
cent genéw kodujacych — na tle pozostatych
sekwencji DNA — jest wyzszy. Bakterie majg
ich ponad 90%, prosty jednokomérkowy or-
ganizm eukariotyczny, drozdze — jeszcze Kil-
kadziesigt procent. Niekodujgce sekwencje
genomowe bardziej niz odpadem — mogg by¢
udanym tworem ewolucji.

Najtatwiej i najwczesniej odkiyto regulacyj-
ng role fragmentow DNA potozonych ,przed”
i ,,za" genami. Niedawno okazato sie, ze mozna
je znalezé nawet w obs:*ach, ktérych o regu-
lacyjne funkcje nikt nie posadzat, a mianowicie
w roznorodnych satelitarnych DNA.

DNA satelitarny spotykany jest w geno-
mach wszystkich wyzszych eukariotéw, sta-
nowi powtarzajgce sie dziesigtki, setki i ty-
sigce razy bloki od dwu do kilku(nastu) nu-
kleotydow. W sierpniu 1993 r. Theodor Kron-
tiiis ze wsp. z Tufts University School of Me-
dicine, Boston, opublikowat wyniki badan
wykazujgce, ze zmiany w satelitarnym DNA
moga odpowiada¢ za okoto 10% przypadkdw
rakdw sutka, jelita grubego i pecherza. Przy-
puszcza sie, ze za koricem onkogenu Harvey
ras znajduje sie satelitarny DNA wigzacy spe-
cyficznie czynniki transkrypcji aktywujace
ekspresje tego genu, ktorego nadrzedny
udziat w regulacji wzrostu komorek nie budzi
watpliwosci.
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Istotng role w zyciu komdrki odgrywajg satelitame DNA wystepujace w regionach
centromerdw i telomerdw. Skutkiem usuniecia lub skrdcenia sekwencji telomerowych
chromosomu drozdzy jest rozpad takiego chromosomu.

Najwiecej kontrowersji od czasu ich odkrycia budzi funkcjonalna rola, o ile taka
istnieje, intronéw. Jedna z ostatnich lansowanych hipotez zaktada, ze introny stano-
wig dodatkowy system regulacji ekspresji genéw, dostepny tylko eukariotom, ze wzgle-
du na przestrzenne rozdzielenie transkrypcji od translacji w komoérkach z jadrem.
Jezeli introny bytyby pasozytniczym $ladem po $wiecie RNA, czasteczkami, ktore za-
siedlity komorki eukariotyczne, to tylko takie komérki mogty na nowych osiedlericach
skorzysta¢. W bakteriach uniemozliwiatyby synteze biatek, a w organizmach jadrowych
(eukariotach) takich przeszkod nie stwarzatyby.

John Mattic z Uniwersytetu Queensland w Australii uwaza, ze istnieje (lub istniat)
system regulacji aktywnosci gendéw polegajacy na oddziatywaniu RNA kodowanego
przez introny z DNA lub RNA. Przykfadem sugerujgcym takg regulacje jest np. ko-
dowany przez ludzki gen XIST RNA blokujacy aktywnos¢ jednego z dwu chromosoméow
X samic ssakdw. Gen regulujacy rozwdj nicienig C. elegans, lin-4, koduje maty RNA
wigzacy mRNA innego genu, lin-14, uniemozliwigjac jego dalszg ekspresje. Najcieka-
wszg cecha ostgtniego uktadu jest fakt, ze lin-4 potozony jest w intronie innego genu.

Na koniec, zaczynajg sie gromadzi¢ informacje o funkcji odcinkéw DNA potozonych
w tych regionach 3' genu, ktére ulegajg transkiypcji, ale nie translacji. To ten wiasnie
odcinek RNA lin-14 jest blokowany przez RNA lin-4, w takim tez rejonie lezg mutacje,
znalezione prz)majmniej w 10 réznych genach z bardzo réznych organizméw, decy-
dujace o gktywnosci danego genu. Najbardziej stynna — to mutacja w genie kodu-
jacym kingze miotoniny, a jej wynikiem jest choroba genetyczna, dystrofia miotoni-
czna.

Postepy technik analitycznych pozwalajacych ng identyfikacje natywnych, matych,
czasteczek RNA, wystepujacych w komdrkach w stadowych ilosciach, obiecujg wiele
nowych, zaskakujgcych odkry¢ zjawisk przebiegajagcych z udzigtem tego typu czaste-
czek.

M.F.

Opracowano na podstawie: “Science”, (4 February 1994), 263, 608-610.

Nieznane mozliwosci antysensu

oniesienia z ostatnich kilku lat o zastosowaniach antysensowych DNA (a-DNA)
Ddotyczy’ry przede wszystkim specyficznego blokowania ekspresji genéw. Hybrydy-
zacja a-DNA do mRNA powoduje zatrzymanie translacji na rybosomie, badz tez jest
przyczyng degradacji matrycowego RNA przez obecng w komdrce RNaze H. Utworzenie
trypleksu a-DNA z podwdjng helisg DNA hamuje transkrypcje — struktura trypleksu
uniemozliwia sprawne dziatanie polimerazy Il. Pod koniec 1993 r. pojawito sie donie-
sienie mowiace o wykorzystaniu a-DNA w celu przywrdcenia funkcji uszkodzonego
genu z zastosowaniem strategii antysensu. Wiadomo, ze nastepujace mutacje pre-
mRNA ludzkiej (3-globiny sg pry*“czyng p-talgsemii: A G (pozycja 110 PM*) w obrebie
pierwszego intronu oraz w obrebie drugiego: T G (pozycja 705, fVS22°n) i C T
(pozycja 654, IVS2@""). Mutacje te powodujg zgburzenie skiadania (splicing) pre-mR-
NA. Oligonukteotydy komplementarne do obszarow, w ktdrych wystepuja zmutowane
zasady badz do miejsc peknie¢ pre-mRNA powstatych na skutek mutacji przywracajg
w zadowatgjacym stopniu przebieg skiadanig. Stosunek ilosciowy prawidtowy mRNA
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do nieprawidtowego mRNA wynosi 1:9 w mieszaninie zmutowanego pre-mRNA ((3™°);
natomiast w wyniku hybrydyzacji odpowiedniego oligonukleotydu nastepuje zmiana
proporeji produktéw do wartosei 5:1 (przewaga wiaseiwego produktu). Do badan uzy-
wano 2-0-metylowe pochodne oligodezoksynukleotyddéw odporne na nukleazy i two-
rzaee stabilne hybrydy z mRNA. W kompleksaeh tych mFiNA jest odporny na hydrolity-
czne dziatanie RNazy H. Gdyby podobne rezuttaty udato sie powtérzy¢ in vivo by¢ moze
a-DNA znajdzie zastosowanie w walee z “talasemig, a w przysztosci réwniez w walee
z innymi ehorobami wyniktymi z blednego skiadania pre-mFINA, np. fenytoketonuria.

Andrzej Sobkiewicz

Opracowano na podstawie: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1993), 90, 8673-8677.

Antysens przeciw HIV

Strategia antysensu budzi wcigz zywe zainteresowanie badaczy pracujacych nad
znatezieniem skutecznego teku przeciw H1V. Antysensowy oligonukleotyd komple-
mentarny do okre$lonego fragmentu mRNA wirusa HIV obniza ekspresje informacji
genetycznej zawartej w genomie wirusa. Strategia ta mimo wielu zalet posiada takze
i stabe strony. Nie rozwigzany jak dotagd w zadowalajacym stopniu pozostaje miedzy
innymi problem stabilnosci oligonukleotydéw w warunkach in vivo. Niemodyfikowane
oligodezoksynukleotydy sg stosunkowo szybko degradowane przez znajdujgee sie
w komdrkach nukleazy. Zwiekszenie odpornosei osigga sie przez zastosowanie tiofo-
sforowyeh pochodnych oligodezoksynukleotyddw, w ktéiych atom tlenu znajdujacy
sie przy fosforze jest w)miieniany na siarke. Badania kinetyczne wykazaty, ze pochodne
tiofosforowe (podobnie jak niemodyfikowane oligonukleotydy) sa degradowane gtdwnie
od konca 3'. Zwiekszenie stabilnosci tych zwigzkow mozna zatem osiggna¢ poprzez
whbudowanie miedzynukieotydowych potaezen odpornych na nukleazy w poblizu kornca
3. Zwiekszenie stabilnosci tych zwigzkéw mozna zatem osiagna¢ poprzez wbudowanie
miedzynukleotydowyeh potaczen odpomyeh na nukleazy w poblizu kohca 3'. W ,,Nuc-
leic Acids Research” (kwieciern 1993) ukazata sie praca, ktorej autorzy Jin yan Tang,
Jamal Temsamani i Sudhir Agrawal, zaproponowali nowy sposéb ochrony oligonu-
kleotydéw przed degradacja, a mianowicie poprzez zaangazowanie zasad z kornca 3
oligodezoksynukleotydu w tworzenie dupleksu (parowanie zasad typu Watson-Criek)
Z pozostaty ezeseig oligonukleotydu. Zwigzek ten okre$lany terminem self stabilized
antisense oligodeoxynucleotide phosphorothioates posiada zwiekszong odporno$¢ na
nukleazy przy jednoczesnym zachowaniu zdolnosci do hybrydyzacji, poréwnywalnej z
jej liniowym odpowiednikiem (tzn. oligonukleotydem krétszym, bez odcinkéw uwikia-
nych w tworzenie dupleksu, z fragmentem zdolnym do hybiydyzaeji takiej samej diu-
gosci). Wykorzystujgc tak zaprojektowany oligonukleotyd z sekwencjg komplementar-
ng do sekwencji gag mRNA wirusa HfV-l inicjujacej translacje stwierdzono, ze
wykazuje on podobne wiasciwosci terapeutyczne jak jego liniowy protoplasta posia-
dajac jednoczesnie zwiekszong stabilnos¢ in vivo. Dodatkowa zaletg takieh oligonu-
kleotyddw jest zwiekszona specyficznos¢ spowodowana faktem, ze tylko krotki frag-
ment takiego oligonukleotydu jest jednoniciowy.

Andrzej Sobkiewicz

Opracowano na podstawie: “Nueleic Acids Research”, (1993), 21, 11, 2729-2735.
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Nowa metoda wprowadzania genow u roslin
za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens

posréd wielu metod wprowadzania DNA do komorek roslinnyeh, takich jak np.
Selektroporacja, mikroiniekcja, wstrzeliwanie, ultrasonikaeja, na szczegdlng uwage
zastuguja transformaeje za posrednictwem Agrobacterium. Istnieje wiele odmian tych
metod. W 1993 r. Bechtold, Ellis i Pelletier doniesli, ze za posrednictwem Agrobacte-
rium — stosujac metode infiltracji — udaje sie stransformowaé dojrzate okazy rzod-
kiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) (1). Infiltracje DNA do peczniejacych na-
sion wykorzystali juz wczesniej Feldmann i Marks (2). Stosowali oni Agrobacterium
tumefaciens z wektorem kointegracyjnym, niosagcym oporno$¢ na kanamycyne, ale
otrzymali niski procent transformantéw. Bechtold i wsp. sprobowali inokulowaé trzy-
lub czterotygodniowe okazy Arabidopsis dwéch ekotypow. W tym przypadku A. tume-
faciens zawierat binarny wektor z genem npt Il niosgcym opornos$¢ na kanamycyne
i genem bar — na herbicyd fosfinotiycyne, oraz genem p- glukuronidazy fGUS) bez
promotora. Rosliny inokutowane pod préznig w pozywce Murashige i Skooga, zawie-
rajacej 6-benzyloaminopuiyne i zageszczong zawiesing A. tumefaciens byly zdolne do
dojrzewania w szktami. Autorzy prowadzili hodowle do dmgiego pokolenia.

Analiza transformantéw obejmowata badanie opornosci na kanamycyne, oznacza-
nie aktywnosci (i-glukuronidazy, oraz analize DNA technikg Southern biot i hybrydy-
zacji. Wowczas gdy zywotne okazy roslin na poezatku okresu kwitnienia transformo-
wano Agrobacterium przez 20 minut, to wspotczynnik transformacji (stosunek trans-
formantow pierwszego pokolenia do liezby roslin infiltrowanych] wynosit 4 do 5. Jesli
uzyto miodsze rosliny, zastgpiono pozywke wodg albo zmniejszono stezenie bakterii
— to wskaznik ten gwattownie sie zmniejszat. Autorzy stwierdzili, ze na wydajnosc¢
transformacji maja wptyw réwniez subtelne, fizjologiezne réznice pomiedzy inokuto-
wan}mii roslinami.

Stosujae pewne konstmkty zawierajgce gen (3-gtukuronidazy ustalili, ze nie wszy-
stkie czesci roslin ulegaja transformacji, np. korzenie i czesci lisci. Autorzy podaja
takze przypadki transformacji postinfiltracyjnej, np. w bliznach po odpadnieciu dziatek
kielicha kwiatow. Na podstawie przedstawionych badan sadza, ze utrwalenie sie zmian
w pokoleniach jest wynikiem prefereneyjnej transformaeji kwiatow, ktore rozwinety
sie wezesnie po infiltracji. Proces ten jest prawdopodobnie niezalezny od przypadkdw
transformaeji wykrywanych przez test na GUS. Wiegkszo$¢ insercji autorzy przypisujg
pojedynczemu locus (63% transformantow] lub dwom loci (21%], a w 16% pozostatych
i— ilos¢ loci byta tmdna do okre$lenia, co wymaga dokladniejszy*ch analiz. Metoda
Izaprezentowana przez Bechtotda, EHis i PeHetier jest metodg inwazyjng i pozwata na
szybkie przetestowanie funkejonatnosci réznego rodzaju konstmktow i moze mieé
zastosowanie w badaniach ekspresji genéw. Pozwoli ona w przysztosci — jak sie
wydaje — lepiej pozna¢ genetyke oddziatywan uktadow bakteryjnych i roslinnych oraz
wczesnych etapdw rozwoju roslin wyzszych.

Michat Rurek
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