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Nobel dla badaczy genow

agrody Nobla przyznane w 1993 r. w dzie-

dzinach chemii, a takze fizjologii lub me-
dycyny taczy wspolny podmiot badan; geny.
Nagroda z chemii przyznana zostata M. Smi-
thowi (Kanada) i K. Mullisowi (USA). Pier-
wszy z nich opracowatl przed dziesieciu laty
metode mutagenezy sterowanej oligonukleo-
tydami, drugi zajmowal sie metodg tancu-
chowej reakcji enzymatycznego powietania
DNA zwang potocznie PCR {Polymerase Cha-
in Reaction), opublikowang w 1985 r. Obie
metody istotnie przyspieszyly rozwoj biotogii
molekularnej stwarzajgc szersze i bogatsze
niz dotgd mozliwosci badawcze.

Zasada mutagenezy sterowanej w upro-
szczeniu polega na uzyskaniu jednoniciowe-
go kolistego DNA (ni¢ ,+") zawierajgcego
przeznaczong do mutacji punktowej sekwen-
cje oraz syntezie komplementarnego do ma-
towanego regionu oligonukleotydu (20 - 30
mer), ktoérego centralnie potozony nukleotyd
jest inny niz w wyjsciowej sekwencji (to jest
wiasnie ta zaplanowana mutacja). Po asocja-
cji oligonukleotydu z kotowym jednonicio-
wym DNA enzymatycznie (polimeraza DNA
i ligaza) dobudowuje sie drugg, zmutowang
ni¢ (ni¢ ,,-") i produktem transformuje ba-
kterie. Wynikiem replikacji takiego DNA beda
dwa rodzaje czasteczek: bez zmian i zmuto-
wane. Tak jak kazda dobra metoda, muta-
geneza sterowana stata sie od razu przed-
miotem utepszen i modyfikacji, a najwazniej-
sze dotyczg sposobow selekcji komoérek za-
wierajacych tylko zmutowany DNA.

Mutageneza sterowana umozliwia utwo-
rzenie zmutowanych genéw oraz sekwencji
regulacyjnych dowolnego typu, jest zatem
zarOwno nieoceniona w badaniach zaleznosci
aktywnosci okreslonych fragmentéw kwasow
nukleinowych od ich struktury chemicznej,
jak i w zaspokajaniu potrzeb biotechnologi-
cznych.
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Przyktadem pierwszego typu zastosowan jest dokonanie ok. 1250 roznych podsta-
wienn aminokwasow w 166-aminokwasowym biatku, lizozymie faga T4, w celu uzy-
skania informacji 0o znaczeniu ré6znych aminokwasow dta przejawéw jego aktywnosci.
W dziedzinie stosowanej mozna m.in. przypomnie¢ o syntetyzowaniu ponad 100 bia-
tek, tzw. mutein, tkankowego aktywatora plazminogenu (lek skuteczny w stanach
sprzyjajacych zakrzepom, stanach pozawatowych itp.), kilkudziesieciu mutein czynni-
ka martwicy nowotworéw (TNF, potencjalny lek przeciwnowotworowy), kilkunastu mu-
tein hirudyny (perspektywiczny lek przeciwzakrzepowy). Muteiny te nie majg swoich
natyAvnych odpowiednikéw, natomiast ich cechy terapeutyczne przewyzszajg wilasci-
wosci lecznicze natywnego biatka. Metode mutagenezy sterowanej stosuje sie w licz-
nych polskich laboratoriach badawczych.

PCR to metoda, ktéra bardzo szybko wprowadzono do wszystkich laboratoriéw
biologii molekularnej, a co bardziej godne uwagi, do klinicznych pracowni analitycz-
nych. Zasada tej metody polega na powielaniu in vitro dowolnego fragmentu DNA.
W pierwotnej wersji nalezato zna¢ ok. 20-nukleotydowe sekwencje otaczajace sekwen-
cje powielang. Do tych znanych struktur syntetyzowano komplementarne oligonu-
kleotydy, ktére asocjowano ze zdenaturowanym DNA, niosacym powielany odcinek.
Oligonukleotyd hybiydyzowany do jednoniciowego DNA stawat sie starterem dia po-
limerazy DNA. Produkty replikacji mozna bytlo ponownie zdenaturowaé¢ podnoszac
odpowiednio temperature, powtdrnie zasocjowac¢ pojedyncze nici ze starterami oligo-
nukleotydowymi i poddac kolejnej polimeryzacji. Amplifikacje, denaturacje i asocjacje
prowadzi sie cyklicznie w jednej probdéwce, stosujac termostabilng polimeraze. llos¢
DNA przyrasta w tempie wyktadniczym, w ciagu 2-3 godzin uzyskuje sie milionowe
zwielokrotnienie powielanej sekwencji. Mozna zatem przeprowadzajagc PCR uzyskac¢
znaczace ilosci DNA wychodzac z DNA pojedynczej komorki.

Metoda ta zostata rowniez ulepszona i zmodyfikowana na wiele sposobéw; wyko-
nuje sie PCR dla RNA, z ligaza, przy réznych starterach polimeryzacji, z coraz trwal-
szymi polimerazami, w coraz bardziej zautomatyzowanych przyrzadach. PCR jest juz
obecnie najczesciej stosowang metoda namnazania pojedynczych sekwencji DNA (ge-
néw) przeznaczonych do dalszej analizy (sekwencjonowania). Metoda ta moze byé
stosowana w badaniu choréb genetycznych, choréb zakaznych, w przypadkach gdy
materiatu do analizy jest niewiele. PCR jest stosowany w diagnostyce przedimplan-
taeyjnej przy zaptodnieniu in vitro (anatiza DNA z pojedynczego btastomeru), w po-
stepowaniach sadowych (ustalenie ojcostwa, czy tez ustalenie sprawcy zbrodni itd.).
Wiele aparatéw PCR znajduje sie juz w polskich pracowniach i klinikach medycznych.

Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny przypadta w tym roku
Ph. Sharpowi (USA) i R. Robertsowi (W. Brytania) za odkrycie zjawiska gendw podzie-
tonych. Na te nagrode $wiat naukowy czekal od dawna, poniewaz odkrycie o ktérym
mowa uwaza sie za najbardziej owocne od czasu propozycji hipotezy podwadjnej hetisy.
Obaj uczeni ogtosili jednoczesnie i niezaleznie wyniki badan mRNA adenowimséw
(1976 r.), w ktorych wykazali, ze dojrzaty RNA jest krotszy od kodujacego go DNA.
Wynikato to ze zdje¢ kompleksu obu czgsteczek w mikroskopie elektronowym, ktére
pokazywaty, ze odcinki kodujgce biatko w DNA (eksony) przedzietaja odcinki nieko-
dujace (introny). Na uzyskanych fotografiach mozna byto takze zmierzy¢ ditugos¢ po-
szczegolnych eksondéw i intronéw.

Prawdziwego blasku odkryciu podzielonych genéw dodaty prace P. Chambona,
M. Flawella, a potem wielu innych badaczy, ktorzy udowodnili, ze znakomita wie-
kszo$¢ genow eukariotycznych jest podzielona. Dato to podstawe do licznych badan
(jak i spekulacji naukowych) odnosnie do ewolucyjnej roli intronéw i eksonéw oraz
ich genetycznej historii.
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Badajac sposoby usuwania intronéw odkryto w tych procesach autokatalityczng
role RNA (S. Altman, T. Cech, Nagroda Nobla 1989 r.). Zaburzenia w procesie usu-
wania intronéw lezg u podstaw wielu choréb metabolicznych i genetycznych: niekto-
rych typow dystrofii miesniowych, mukowiscydozy, talasemii, zespotu Gaushera, nie-
ktérych choréb o podiozu autoimmunoagresji i in. Komentarzem do tegorocznych
nagréd moga by¢ stowa K. Mullisa, jednego z laureatow: ,,jezeli odkrycie jest naprawde

wazne, to takg nagrode musi dostac!”
M. F.



