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1. Translacja jako wazny etap regulacji ekspresji genomu

ednym z najbardziej skomplikowanych proceséw przebiegajacych w ko-

morce, ktory jednakze potrafimy z duzg wiernoscig odtworzycC in vitro jest

biosynteza biatka. Komponenty tego procesu (czynniki biatkowe i kwasy nu-
kieinowe) zostaty wydzietone i scharakteryzowane z r6znorodnego materiatu.
Opanowanie procesu ,tlumaczenia” mRNA na skale preparatywng twory
szanse zasadniczego skrécenia cyklu produkcyjnego cennych peptydéw (bia-
tek ezy tez hormondw) w przemys$te. Synteza biatka z pominieciem etapu
transkrypcji, a zatem bez trudnych i kosztownych manipulacji na etapie ge-
nomu, bedzie miata zasadnicze znaczenie ekonomiczne.

Poczatkowo sadzono, ze mechanizmy regufatorowe dzialaja, jezeti nie wy-
tgeznie — to przede wszystkim — na poziomie transkrypcji. Obecnie row-
niez translacja jest uwazana za wazny etap regulacji ekspresji genéw, szcze-
gblnie u organizmow wyzs*ych charakteryzujacych sie kompartmentacjg ko-
mérki. Regulacja szybkosci translacji moze byé traktowana jako:

a) kontrola catkowita procesu biosyntezy w komdrce,

b) specyficzna regulacja dotyczgca ekspresji konkretnego genu.

W przypadku regulacji zwigzanej z aktywnoscig catego aparatu translacyj-
nego (a zatem nie dotyczacej syntezy okreslonego biatka) obserwujemy mo-
dyfikacje uniwersalnych komponentéw systemu, np. rybosomoéw albo czyn-
nikow inicjatorowych czy tez elongacyjnych. Natomiast w odniesieniu do kon-
kretnego biatka najprawdopodobniej mechanizm regulacji bedzie zawigzany ze
specyficznym mRNA albo z innym komponentem ukiadu funkcjonatnie owig-
zanym z danym biatkiem, np. z drugorzedowym metabolitem.

Mozliwosci regulatorowe organizmu na poziomie transkrypcji i translacji
zZwigzane sg z wieloma podetapami tych proceséw, a w szczeg6lnosci dotycza
one: transportu RNA przez membrany, trwatosci czasteczek (biatek i RNA),
sktadania mRNA [splicing], formowania cze$ci 3' mRNA zaangazowanego
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w inicjacje biosyntezy, czy tez tworzenia nieaktywnyeh komplekséw transla-
eyjnych. Fizjologiczne znaczenie tyeh mechanizméw regulatorowych jest oczy-
wiste. Zatrzymanie transkiypeji jakiego$ genu nie ma znaczenia dla syntezy
odpowiadajacego mu biatka, jezeli transkrybowany DNA (do mRNA) znajduje
sie w cytoplazmie, w formie stabilnych kompleksow zmagaz3mowanych w ko-
mérce. Translacja takiego mMRNA przebiega niezaleznie od innych procesow,
np. przebiegajacych w jadrze komérkowym. W zwigzku z tym tylko regulacja
translacyjna albo posttranslacyjna moze determinowac ilo$¢ funkcjonalnego
produktu biosyntezy i mie¢ znaezenie dla cyklu fizjologicznego. W przypadku
roslin, ktére charakteryzujg sie zarowno niemozliwoscig zmiany swej lokali-
zacji jak i syntezg duzej ilosci materiatdw zapasowyeh, niezaleznie od warun-
kow zewnetrznych, efektywna regulacja biosyntezy biatka umozliwia szybka
adaptacje do tych warunkéw. Regulacja translacyjna biosyntezy biatka ma
znaczenie dla stymulacji czy tez zahamowania okre$lonych procesow, ktore
sg pobudzane (lub modulowane) warunkami zewnetrznymi. W wyniku zasto-
sowania strategii a-DNA (antysensowych oligonukleotyddw) mozliwa jest represja
aktywnosci biologicznej komplementarnego kwasu nukleinowego. W pewnych
warunkach prowadzi to nawet do stymulacji biosyntezy innego produktu, np.
blokowanie gendw represoréw lub ,,naprawa” sktadania mRNA (1).

Mozliwosci zastosowania antysensowych oligonukleotydéw
w regulacji translacji

Dzieki stosowaniu obecnie nowoczesnyeh, efektywnyeh metod syntezy DNA
istniejg mozliwosci uzycia oligodeoksynukleotydéw do blokowania funkcji ge-
néw (zob. M. Kwinkowski). Antysensowy zwigzek majacy spetnia¢ funkcje
regulatora translacji powinien eharakteryzowac¢ sie kilkoma uniwersalnymi
cechami:

1) mozliwie wysoka odpornoscig na nukleazy (preferencja w stosowaniu
serii oligodeoksy),

2) specyficznym wigzaniem substratu w $cisle zdefiniowanym rejonie,

3) nietoksyeznoscia,

4) mozliwoscig fatwego zastosowania in vivo.

Regulacja translacji in vivo wymaga wprowadzenia a-DNA do komorki, co
jest realizowane poprzez wbudowanie genu odpowiedzialnego za produkcje
a-DNA do genomu lub egzogenne podawanie oligonukleotydu. Efekt dziatania
zwigzku antysensowego uzalezniony jest jednak od wielu czynnikéw, np. do-
stepnosci substratu: struktury drugorzedowej kompleksu [a-DNA*substrat];
stabilno$ci wigzan pomiedzy substratern i a-DNA oraz mechanizmu efektu
inhibitorowego powodujgcego zahamowanie ekspresji genu.

Podstawowe strategie regulacji translacyjnej obejmuja oddziatywania po-
miedzy zwigzkiem antysensowym a kwasem nukleinowym (mRNA, rRNA, tRNA,
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DNA). W przypadku zastosowania zwigzkéw antysensowych do blokowania
aktywnosci gendw mamy do czynienia albo z tworzeniem trypleksu pomiedzy
helisg genu i a-DNA (zob. M. Kwinkowski), tworzeniem dupleksu pomiedzy
jedng z nici DNA i a-DNA albo heterodupleksu pomiedzy mRNA i a-DNA.

W Swietle niedawnych odkry¢, realizacja strategii antysensowych moze na-
potka¢ na pewne trudnos$ci. Wprowadzajac do komorki gen odpowiedzialny
za synteze a-DNA musimy zna¢ sekwencje docelowego mRNA (target). Infor-
macje na temat sekwencji gendéw pozyskujemy z przeprowadzonych ekspery-
mentéw sekwencjonowania genu oraz z komputerowych baz danych. Kolej-
nym etapem jest okreslenie sekwencji introndw w obrebie genu (mMRNA skiada
sie z eksondw). Zazwyczaj na tym etapie mozna juz okresli¢ sekwencje mRNA
badanego genu. Jednakze za ostateczng sekwencje mRNA odpowiada nie
DNA, lecz guide RNA, od ktérego uzalezniony jest proces redagowania (editing)
czyli wymiany oligonukleotydéw w obrebie mRNA (2). Proces ten, nie do konca
poznany, prowadzi do znacznych zmian w mRNA; w konsekwencji odmienna
jest jego sekwencja od zapisanej w DNA. Istnienie tego procesu powodowac
moze zatem utrudnienia w projektowaniu a-DNA na podstawie struktury
genu.

Préby blokowania aktywnosci mRNA przez tworzenie w jego obrebie dwu-
niciowych heterohybryddéw moze czasami okaza¢ sie nieskuteczne. W mRNA
wystepujg rézne stmtury 11-rzedowe, powstajace przez parowanie komplemen-
tarnych odcinkéw wewnatrz tego kwasu. Badania translacji takiego mRNA
na rybosomie wykazaty, ze mozliwy jest ,,przeskok” rybosomu ,,0bok” takiego,
dwuniciowego fragmentu, a nastepnie kontynuacja syntezy peptydu (3). W kon-
sekwencji konformacja mRNA moze zatem warunkowacé powstanie okreslone-
go peptydu. Ingerencja w ten skomplikowany uktad aparatu biosyntezy biatka
za pomocg a-DNA moze w pewnych przypadkach zmodyfikowaé, a nie za-
hamowac proces transtacji. Btokowanie aktywnosci genu przez hybrydyzacje
z a-DNA jest utrudnione w przypadku komoérek Eukariota ze wzgledu na
koniecznos$¢ transportu oligonukleotydu zaréwno przez btone komdérkows jak
tez jadrowg. W tym przypadku, jak sie wydaje, celowe jest umieszczenie
w obrebie genomu genu odpowiedzialnego za synteze antysensowych oligo-
nukleotydéw. W niektérych laboratoriach wykorzystuje sie juz do znalezienia
optymalnych oligomeroéw biblioteki oligonukleotyddéw. Sa to zbiory roznych
oligonukleotydéw o okreslonej dtugosci posiadajace wszystkie mozliwe kom-
binacje sekwencji nukleotydéw (np. biblioteka oligonukleotydéw o dtugosci
8-meru posiada 4® = 65 536 rdéznych oligomeréw). Wykorzystujac metode
SURF (ang. synthetic unrandomization of randomized fragments) oraz biblio-
teke 2'-0-metylowych i tiofosforowych pochodnych oligonukleotydéw mozliwe
byto znalezienie miejsca najbardziej dostepnego dla hybrydyzacji w strukturze
szpilki do wioséw H-ros mRNA, jak réwniez znalezienie takiej sekwencji oligo-
nukleotydu (8-mer), ktdra najbardziej inhibuje aktywno$¢ wirusa HSV-1 (4).

Znane sg rowniez pierwsze prace na temat strategii zastosowania anty-
sensowych oligonukleotydéw do naprawy funkcji uszkodzonego genu. Donie-
sienia z ostatnich kilku lat o zastosowaniach antysensowych DNA dotyczyty
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przede wszystkim speeyficznego blokowania ekspresji gendéw. Pod koniee
1993 r. pojawita sie praca o wykorzystaniu a-DNA do przywrécenia funkcji usz-
kodzonego genu (1). Mutacje w obrebie intronéw pre-mRNA ludzkiej (3-globiny
uwazane sg za przyczyne [3-talasemii. Mutacje te powodujg zaburzenie skia-
dania pre-mRNA. Oligonukleotydy komplementarne do obszaréw, w ktorych
wystepuja zmutowane zasady badz do miejsc peknie€ mRNA powstatych na
skutek mutacji przywracajg w zadowalajacy sposéb prawidlowe skiadanie
mMRNA.

Kolejnym zastosowaniem oligonukleotydéw jest tworzenie kompeksow
z biatkami — produktami translacji. Metoda ta opiera sie na oddziatywa-
niach pomiedzy biatkami a kwasami nukleinowymi. Niektore z biatek {czyn-
niki etongacyjne, histony) wigza kwasy nukleinowe w warunkach fizjologicz-
nych. Zaktada¢ mozna zatem, ze kazde takie biatko (np. enzym) moze zwigzac
DNA lub RNA pod warunkiem wystepowania odpowiedniej sekwencji i stru-
ktury tych kwaséw. Poszukiwania takiej sekwencji prowadzone sg za pomoca
selekcji i evolucji in vitro. Stosowanie tej metody przyniosto juz pierwsze su-
kcesy. Przeprowadzona zostata selekcja peinej puli oligonukleotydéw (okta-
meréw) pod wzgledem wigzania sie do trombiny (jeden z enzymow odpowie-
dzialnych za krzepliwo$¢ krwi) (5). Okazato sie, ze pewne oligonukleotydy
trwale wigza sie z tym biatkiem. Istnieje zatem prawdopodobienstwo zasto-
sowania ich jako inhibitoréw tego enzymu podczas leczenia zawatéw serca,
w celu obnizenia poziomu krzepliwosci krwi. Zastgpienie stosowanego do tej
pory biatkowego inhibitora trombiny przez oligonukleotydy niweluje mozliwo$¢
odpowiedzi immunologicznej na ten lek.

2.1. Komponenty uktadu translacyjnego jako obiekty docelowe
dla antysensowych oligonukleotydow

Mechanizm biosyntezy biatka jest uniwersalny dla wszystkich organizméw
(Prokariota i Eukariota). Wykorzystujac strategie a-DNA i znajgc funkcjonalnie
wazne sekwencje rRNA mozemy podja¢ sie préby blokowania waznych pro-
ceséw zachodzacych na lybosomie.

Badania regulacji na poziomie translacji mozliwe sg dzieki istnieniu (np.
w obrebie rybosomu) krétkich sekwencji rRNA, zachowawczych u wigkszosci
organizmow. Cechg wyrdzniajaca je jest ich konserwatywnos¢, co prowadzi
do wniosku o znaczeniu tych elementéw strukturalnych. Sekwencje te sg
najczesciej eksponowane na powierzchni rybosomu, co warunkuje ich oddzia-
tywanie z czynnikami zewnetrznymi (bedacymi kofaktorami translacji m.in.
czynniki etongacyjne, GTP) oraz tworzenie centréw aktdwnyeh.

Zastosowanie analizy komputerowej pozwala na: badanie ich sekwencji,
okre$lanie struktury wyzszego rzedu, a takze na obliczanie energii swobodnej
w réznych stanach konformacyjnych. Zabiegi te okazaty sie pomocne przy
projektowaniu antysensowych oligonukleotydéw i ustalaniu koncepcji ekspe-
rymentalnej dla regulacji biosyntezy biatka na poziomie translaciji.
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Niezwykle interesujace, jak sie wydaje, jest uzycie w strategii antysensowej
lybozyméw, czyli czasteczek RNA o wiasciwosciach katalitycznych (zoh.
L. Wozniak). Dziatanie lyhozymu wydaje sie hardziej efektywne niz zastoso-
wanie klasycznych strategii antysensowych, opartych na powstawaniu hybry-
dy [aDNA*kwas nukleinowy]. Dziatanie rybozymu powoduje trwate uszkodze-
nie aktywnego odcinka kwasu nukteinowego. Natomiast mechanizm dziatania
otigodeoksynukleotydéw polega na hybrydyzacji i utrzymaniu réwnowagi ich
dysocjacji i asocjacji z docelowym kwasem nukleinowym. Produktem jest po-
wstajgcy nieaktywny kompleks lub substrat dla RNazy H. Obecnie konstruuje
sie rybozymy skierowane do okreslonych sekwencji mRNA, w celu blokowania
ich aktywnosci. Pierwsze sukcesy przy zastosowaniu tej metody zanotowano,
np. w inhibicji aktywnosci wirusa HfV.

2.2. Modelowe badania regulacji translacji przez blokowanie
funkcji rRNA za pomocg a-DNA

2.2.1. Domena a-sarcyny duzego rybosomalnego RNA (L-rRNA)

Jednym z najlepiej poznanych rejonéw L-rRNA jest domena a-sarcyny.
Jest ona oddalona o ok. 360 nukleotydoéw od korica 3' duzego rybosomalnego
RNA (L-rRNA), posiada w swoim obrebie zachowawczg sekwencje, uniwersalng
we wszystkich krélestwach: petle domeny a-sarc3dmy (domena skiada sie z petli
i pnia). W obrebie petli nastepuje specyficzne przeciecie domeny przez toksyne
pochodzenia grzybowego: a-sarcyne (6). Hydroliza wigzania fosfodiestrowego,
pomied25y 2661 i 2662 nukleotydami 23S rRNA z E. coli oraz 3025 i 3026
nukleotydami z 26S rRNA z S. cerevisiae w domenie a-sarcyny, powoduje
zablokowanie okre$lonych proceséw zwigzanych z biosyntezg biatka: Sinitezy
wigzania peptydowego i przemieszczenia nowo syntetyzowanego peptydylo-tRNA
z miejsca A do P na rybosomie (7). Stwierdzono udziat petti domeny a-sarcyny
w wigzaniu czynnikéw elongacyjnych (EFI, EF2) do rybosomu. Przypuszcza
sie, ze petla domeny a-sarcdmy przyjmuje dwa stany konformacyjne o mini-
malnej energii swobodnej, a przejScia pomiedzy nimi sg wymuszone przyta-
czeniem C2ynnikéw elongacyjnych.

W badaniach nad domeng a-sarcyny wykorzystano technike blokowania
aktywnos$ci rybosomu przez hybrydyzacje petli domeny z antysensowymi
oligonukleotydami (8). Sposrod wielu testowanych oligonukleotydéw tylko hy-
brydyzacja oligomerow komplementarnych do petli od strony 3 (wiacznie
z fragmentem todygi) wykaiywata zahamowanie elongacji taricucha peptydo-
wego na rybosomie oraz dysocjacje rybosomow na podjednostki. Hybrydyzacja
a-DNA do tego fragmentu L-rRNA ochrania go przed specyficzng hydrotizg
przez a-sarcyne. Powstajacy na rybosomie peptyd uniemozliwia wigzanie anty-
sensowego oligomem do domeny a-sarcyny. Mozna to ttumaczyé za pomocg
hipotezy ,,tunelu peptydowego” (9), wedtug ktérej ulokowanie nowo syntety-
zowanego biatka wewnatrz rybosomalnego tunelu peptydowego stabilizuje
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i ochrania zarébwno domene a-sarcyny jak tez sam peptyd. Udziat domeny
a-sarcyny w biosyntezie biatka nie budzi watpliwosci.

Inng mozliwoscig badania regulacji biosyntezy biatka na poziomie tran-
slacji w obrebie domeny a-sarcyny jest zastosowanie syntetycznego rybozymu
skierowanego wzgledem tego regionu rRNA. Trwate uszkodzenie domeny przez
rybozym mogtoby w innym aspekcie okresli¢ jej udziat w biosyntezie biatka
i asocjacji podjednostek rybosomu. Jednakze takie podejscie eksperymentalne
wymaga wystepowania okreslonych struktur sekwencyjnych (np, GUC) i Il-
rzedowych, nie wystepujgcych w obrebie domeny, a warunkujgcych aktyw-
nos¢ rybozymu.

2.2.2. Petla ,C" 55 rRNA

5S rRNA jest najmniejszym kwasem nukleinowym lybosomu. Wykazano,
ze rekonstruowana podjednostka 50S E. coli pozbawiona 5S rRNA ma znacznie
obnizong zdolno$¢ enzymatycznego wigzania aminoacylo-tRNA do miejsca A
na lybosomie (10). Kompleks [5S rRNA*biatko L5] jest miejscem wigzania do
rybosomu faktora elongacyjnego eEF-2. W przeprowadzonych eksperymentach
z wykorzystaniem techniki wiazania krzyzowego wskazano, ze odlegto$¢ po-
miedzy faktorem eEF-2 i 5S rRNA w kompleksie [rybosom*eEF-2*GTP] wy-
nosi 4A (11). Zastosowanie syntetycznych sond oligonukleotydowych komple-
mentarnych do réznych fragmentéw 5S rRNA z zarodkéw pszenicy pozwolito
na analize ich wptywu na wigzanie fenyloalanylo-tRNA do rybosomu i synteze
polifenyloalaniny. Wykazano wyrazne r6znice w zdolnosci do hybrydyzacji po-
szczegOlnych sond oraz rézny efekt inhibitorowy w procesie wigzania fenylo-
alanylo-tRNA i syntezy polifenyloalaniny. Sposrod dziewieciu testowanych
oligonukleotydéw najwiekszy efekt inhibitorowy wykazywata sonda komple-
mentarna do zachowaweczej petli ,,C" czasteczki 5S rRNA (12). Rybosomy w
czasie cyklu elongacyjnego ,,0scylujg” pomiedzy dwoma stanami: post- i pre-
translokacyjnym. Poziom hybrydyzacji sondy komplementarnej do petli ,,C
5S rRNA jest wyzszy dla rybosoméw w stanie pretranslokacyjnym. Petla ,,C’
5S rRNA jest zaangazowana w katalizowang przez eEF-2 hydrolize GTP. Hy-
brydyzacja antysensowego oligonukleotydu do tego fragmentu czgsteczki
5S rRNA prowadzi do zmiany konformacyjnej rejonu wigzania faktora eEF-2
inhibujgc reakcje syntezy polipeptydu.

Badania modelowe tego typu moga by¢ rozszerzone na inne funkcjonalne
centra aktywne rybosomu. Jednym z fragmentow L-rRNA posiadajgcym od-
cinki zachowawcze, ktére mogg stanowic cel dla a-DNA jest u Eukariota re-
gion pomiedzy 1838 a 1936 nukleotydami tego kwasu. Region ten wigze sie
z biatkami rybosomalnymi oznaczonymi PO, PI, P2 oraz biatkiem LI2. Za-
blokowanie tego regionu prowadzi do zahamowania rybosomalnej hydrolizy
GTP, zaleznej od przytaczenia drugiego faktora elongacyjnego eEF'-2 (13). In-
hibicja tego procesu uniemozliwia przeprowadzenie procesu translaciji.

Centrum GTP-azowe zostato doktadnie zbadane w przypadku rybosomoéw
70S z E. colL Wykazano, ze oprocz rRNA w jego formowanie zaangazowane
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sg tez biatka: LIl oraz kompleks [L10(L7/L12)]. Wigze ono tez specyficznie
antybiotyk tiostrepton (14). Na podstawie uzyskanych wynikéw eksperymen-
talnych wykazano wysoka konserwatywno$¢ fragmentdéw swekwencji L-rRNA
oraz biatek tworzacych centrum GTP-azowe na rybosomie. Obecnos¢ zacho-
wawczych sekwencji rRNA, jak tez stabilnos¢ ewolucyjna biatek tego centrum,
dajg mozliwos¢ zastosowania w inhibicji procesu hydrolizy GTP takich czynni-
kow jak antysensowe oligonukleotydy. Skierowanie przeciw centrum GTP-azy
antysensowego oligonukleotydu moze okazaé sie jednak utrudnione przez sil-
ne odziatywanie rRNA z ostaniajgcymi je biatkami.

3. Agrobiotechnologia

Zastosowanie strategii a-DNA w agrobiotechnologii w celu ulepszania badz
otrzymywania nowych odnian roélin, jak sie wydaje, jest obecnie realne. Roz-
woj biologii molekularnej i biotechnologii pozwala na stosowanie coraz efe-
kt}rwniejszych zabiegéw w celu poprawy cech ro$lin poprzez transformacje
ich genomu. Mozna sadzi¢, ze transformacja genem odpowiedzialnym za pro-
dukcje a-DNA bedzie najlepszym sposobem na zastosowanie oligonukleotydéw
w regulacji biosyntezy biatka w roslinach. Podstawowym problemem przy
wprowadzaniu genu odpowiedzialnego za synteze a-DNA do roslin jest kon-
strukcja wektora. Nalezy zwréci¢ uwage, ze gen taki powinien by¢ zaopa-
trzony w sekwencje regulatorowe pozwalajgce na produkcje a-DNA przez cate
zycie rodliny, badz tylko w okresie ekspresji okre$lonego biatka.

W naszej opinii jedng z zasadniczych trudnosci w transformacji roslin
genami dla antysensowych oligonukleotydow jest umiejscowienie takiego genu
w komdrce. Obecno$é trzech genomoéw (cytoplazmatycznego, mitochondrial-
nego i plastydowego) stanowi utrudnienie przy pracach nad wbudowaniem
i ekspresjg genéw a-DNA. Wiekszo$¢ biatek kodowanych na genomie plasty-
dowym ulega ekspresji w C34oplazmie. Podobnie dzieje sie w przypadku biatek
gendw mitochondrialnych. Z drugiej strony tylko nieliczne biatka genéw cyto-
plazmatycznych ulegajag ekspresji poza cytoplazma. Nalezy zatem wybraé
najkorzystniejszg strategie antysensowa pozwalajacg w najprostS2” sposéb
transformowac rosliny. Jezeli, np. blokowany ma by¢ gen cyloplazmatyczny
ulegajacy ekspresji w organellach najlepszg strategia wydaje sie tworzenie
potrojnej helisy. Jezeli natomiast a-DNA ma byC skierowany przeciw genom
organellowym, ulegajacym ekspresji w cytoplazmie korzystniejsza wydaje sie
strategia anty-mRNA.

Postep jakiego dokonano w zakresie technik inzynierii genetycznej spowo-
dowat, ze w skali laboratoryjnej, pozyskiwanie nowych transgenicznych roslin
osiggneto etap prawie mtynowy. Podstawowe cele tych prac mozna sformu-
towac nastepujaco:

1. Osiagniecie ekspresji gendéw obcych dla danej rosliny, a w opinii ba-
dacza odpowiedzialnych za synteze wartosciowych komponentéw (np, warun-
kujacych odporno$¢ na insekty czy zasolenie gleby).
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2. Stymulacja ekspresji wiasnych genéw dla uzyskania zwiekszonej bio-
syntezy okres$lonych produktow (np. biatek bogatych w grupy -SH).

3. Zahamowanie aktywnosci pewnych proceséw (np. obnizenie syntezy en-
zymoOw trawigcych pektyny).

Kazdy z nich moze przynies¢ istotne efekty ekonomiczne po wdrozeniu do
produkcji rolnej.

3.1. Wykorzystanie strategii a-DNA u roslin

Juz od ponad dziesieciu lat stosowana jest inzynieria genetyczna w od-
niesieniu do roslin, jednakze podstawowe sukcesy odnotowano w przypadku
roslin dwulisciennych. Natomiast rosliny o podstawowym znaczeniu gospo-
darczym nalezg do roslin jednolisciennych, ktérych inzynierowanie z zasto-
sowaniem Agrobacteriam tumafaciens okazato sie praktycznie niemozliwe. Re-
generacja roslin z transformowanych protoplastow, z wyjatkiem ryzu, prze-
biega nieefekt3Twnie. Dla transformacji monokotyledonéw rozwazane sg mie-
dzy innymi nowe geny reporterowe (ang. reporter genes), elementy promoto-
rawe (ang. promoter elements) oraz zastosowanie czimnikow egzogennych, ta-
kich jak a-DNA, oddziatujgcych na ekspresje genow.

Wsrod sukceséw osiggnietych w agrobiotechnologii, zrealizowanych przy
zastosowaniu a-DNA, z pewnoscig nalezy w}mieni¢ pomidory Flavr Savr opra-
cowane przez amerykanska firme Calgene, a takze prowadzone prace nad
petunig. W przypadku pomidora Flavr Savr antysensowy oligomer jest kom-
plementarny do genu kodujgcego enzym poligalaktourynaze, ktérego aktyw-
nos¢ katalityczna polega na trawieniu pektyny odpowiedzialnej za twardos$¢
skérki pomidora. Zablokowanie aktywnosci tego genu powoduje zmniejszenie
produkcji enzymu, a w konsekwencji istotne spowolnienie migkniecia owocu,
co przedtuza dojrzewanie, utatwia transport i sktadowanie. Dojrzaty pomidor
pozostaje twardy o 7-10 dni dtuzej w poréwnaniu z pomidorem nie transfor-
mowanym genem dla a-DNA. Na podstawie szacunkowych obliczeri ekonomi-
stow amerykanskich oznacza to. kilkanascie miliardow dolarow *ysku rocznie
na rynku Ameryki Potnocnej. Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow
(FDA - Food and Drug Administration) w sierpniu 1994 r. zezwolita na ko-
mercyjng dystrybucje pomidoréw Flavr Savr (17) mimo licznych oporéw grup
konsumenckich.

W przypadku petunii juz pod koniec lat osiemdziesigtych (18) przeprowa-
dzono spektakularny eksperyment, w ktorym zablokowano antysensowym
oligomerem synteze czerwonego barwnika, co umozliwito otrzymanie transge-
nicznej rosliny o wyitacznie biatych kwiatach. W 1993 r. pracujagc na tym
samym materiale ro$linnym, z zastosowaniem wiasnie tego podejscia badaw-
czego, opracowano metode selektywnej supresji [3-glukoronidazy w protopla-
stach z lisci (19).

Bliska integracja Polski i krajowego rolnictwa z Unig Europejska stawia
przed nami szczeg6lne problemy wymagajace rozwigzan. Nalezy sadzié, ze
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produkcja, np. zyta i ziemniakdw w matych gospodarstwach rolnych ma nie-
wielkie perspektywy ekonomiczne. Jednym z ewentualnych rozwigzan moze
by¢ w perspektywie hodowla roslin niepopularnych w Europie Zachodnigj,
a tradycyjnie uprawianych w Polsce. Cechujg sie one specyficznymi wiasci-
wosciami, np. biosyntezg drugorzedowych metabolitéw o szczegdlnych warto-
$ciach dla medycyny i farmacji czy tez specyficznych walorach odzywczych,
wzglednie fitosanitarnych (np. wchianiajacych metale cigzkie, np. ferrytyna
wigzaca zelazo) i pionierskich — zdolnych do rekultywacji gleb zniszczonych
przez przemyst. Jest to dla nas na pewno alternatywa, choC zapewne moze
wydawac sie ona dyskusyjna. Podkresli¢ tu jednak nalezy, ze te pozademe
cechy roslin zazwyczaj wymagajg specyficznego ,,wzmocnienia”, czyli potrzeb-
ne jest zwiegkszenie biosyntezy okreslonych produktoéw naturalnych, biatek
czy tez drugorzedowych metabolitow. JesteSmy przekonani, ze efekty te sg
mozliwe do osiggniecia najszybciej i najtaniej za pomocg technik inzynierii
genetycznej, a byé moze wiasnie przy zastawaniu strategii antysensowych
oligonukleotydow.
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Antisense strategy in translational regulation of protein biosynthesis.
Perspectives in plant agrobiotechnology

Summary

Model research with antisense strategy on plant system at translational level (26S rRNA and

5S rRNA) are presented. The perspective application of this technology for Polish agriculture is
discussed.
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