Nowosci

Pierwsza petna
sekwencja chromosomu
eukariotycznego

raz z rozpoczeciem na przetomie minio-
Wnej i obecnej dekady wielkiego progra-
mu zmapowania i okreslenia sekwencji ge-
nomu ludzkiego (1), przystapiono do badan
nad materialem genetycznym szeregu orga-
nizméw modelowych. W styczniu 1989 r. do
Programu Badan Wspodlnoty Europejskiej
BAP {Biotechnology Action Programme) wig-
czono projekt zsekwencjonowania chromoso-
mu Il drozdzy Saccharomyces cereuisiae (2).
Miata to by¢ wstepna faza szerszych prac nad
tym organizmem, ktorego wybor wynika z kil-
ku przyczyn. Drozdze posiadajg niewielki ge-
nom, na ktdiy skfada sie 16 chromosomow.
Zawierajg one tgcznie okoto 14 miliondéw par
zasad, zatem tylko czterokrotnie wiecej niz
chromosom bakterii Escherichia colt Badania
utatwia niewielki w genomie S. cereuisiae
udziat intronow i sekwencji niekodujacych. Po-
za tym, drozdze sg organizmem, dla ktorego
opracowano juz wczesniej szczegdtowg mape
genetyczna.

Chromosom 111, jeden z trzech najmniej-
szych chromosoméw drozdzy, oceniany byt
(metodg elektroforezy w pulsujacym polu) na
okoto 300-360 kb (3). Jego wyboru doko-
nano nie tylko z uwagi na niewielkie rozmia-
ry, ale i na fakt, ze istnialy juz dla niego
biblioteki Kklonéw, skonstruowane w USA
przez M. Olsona i C. Newtona, a udostepnio-
ne przez nich dla omawianych badan.

Szesnastomiesieczne prace, prowadzone
przez 35 europejskich laboratoriéw uczestni-
czacych w programie BAP przyniosty w efek-
cie petng sekwencje chromosomu lll, licza-
cego ostatecznie 315 357 par zasad (bez
krotkiego regionu kilkuset pz na jednym
z koncéw). Jest to, tym samym, nie tylko
pierwsza w historii biologii molekularnej se-
kwencja catego chromosomu eukariotyczne-
go, ale w ogote najdtuzszy odczytany, ciagly
odcinek DNA.
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Uzyskany wynik zawdzieczamy gtdwnie tradycyjnym technikom sekwencjonowania,
przede wszystkim zmodyfikowanej metodzie Sangera, wykorzystujgeej dideoksypo-
ehodne nukleotydéw. Jedynie ok. 25 kb odczytano za pomoca technik zautomatyzo-
wanych.

W otrzinnanej sekwencji chromosomu Il znaleziono, na obu niciach, 10 genéw
dla tRNA oraz 182 otwarte ramki odezytu (ang. ORF, sg to odcinki DNA potencjalnie
kodujace polipeptydy, rozpoczynajace sie kodonem inicjacji translacji ATG, a zakon-
czone jednym z kodonow terminacji w tej samej fazie odczytu (4). Uwzgledniono te
ORF, ktore moga kodowa¢ biatka o dtugosci powyzej 100 aminokwasdw. Jedynie 37
z nich odpowiadato znansan i zsekwencjonowanym wczesniej genom, zas 29 kolejnych
wykazywalo znaczace podobienstwo do réznych sekwencji nukleotydéw zapisanych
w bazach danych. Sposrdd pierwszej grupy gendéw, 34 zmapowano na chromosomie
111 metodami genetyki klasycznej, co oznacza, ze metody te byly w stanie dostarczy¢
informacji jedynie o okoto 20% kodowanych tam ORF. Niewatpliwie zatem, caty genom
drozdzowy zawiera znacznie wiecej genéw niz przewidywano i to pomimo tak daleko
posunietych badan nad genetyka oraz fizjologig tego workowca.

Uzyskanie peinej sekweneji chromosomu, na ktérym zmapowano wczesniej wspo-
mniane 34 geny, pozwolito tez na poréwnanie otrzymanej w ten sposéb mapy fizycznej
z genetyczng, a zatem na analize zaleznosci czestosci rekombinacji miedzy odcinkami
chromosomu od ich rzeczywistej odlegtosci. Stwierdzono dziesieciokrotng réznice mie-
dzy czestoscig rekombinacji w pewnych regionach w $rodku obu ramion (hot spots)
a obszarami telomerdw i centromeréw (cold spots).

145 otwartych ramek odczytu, ktérych nie udato sie przypisa¢ do zadnego znanego
wczesniej genu, poddano natomiast badaniom wykorzystujacym dwie metody: poréw-
nywanie z sekwencjami z baz danych oraz ukierunkowang inaktywacje genu (5).
Stwierdzono, za pomocg pierwszej z nich, ze z nowo odkrytych ORF tylko 29 wykazuje
podobienstwo powyzej okreslonego poziomu istotnosci do réznych znanych wcze$niej
sekwencji pochodzacych nie tylko z drozdzy, ale i z organizmoéw tak ewolucyjnie od-
legtych jak: E. coli, tjdon, Arabidopsis thaliana, mucha Drosophila, zaba Xenopus,
szczur, czy wreszcie cziowiek. Zidentyfikowano sekwencje homologiczne m.in. do ge-
néw kinaz biatkowych, permeaz, biatek G, kanatéw jonowych oraz dehydrogenazy
alkoholowej. Najwiekszym zaskoczeniem dla badaczy bylo znalezienie ramki odczytu
0 44% homologii sekwencji z genem nifS z operonu nitrogenazy, wystepujacego u wia-
zacej azot bakterii Anabaena. Mimo duzej odlegtosci ewolucyjnej obu organizméw jak
tez faktu, ze drozdze nie wigzg azotu z atmosfery, nowo odkryty gen jest im niezbedny
do wzrostu. Przypuszczalnie jego produkt bierze udzial w procesach obrobki (proces-
sing) tRNA jak tez w metabolizmie mitochondriow.

Rownolegle z przedstawionymi pracami w zakresie ,,biochemii komputerowej” pod-
jeto badania nowo odkrytych ORF za pomocg metody ukierunkowanej inaktywacji
genu poprzez homologiczng rekombinacje chromosomu z plazmidem niosagcym zmo-
dyfikowany gen oraz ceche umozliwiajacg selekcje zmienionego w ten sposéb szczepu.
Fenotypowy efekt takiej modyfikaeji moze sugerowac funkcje biatka kodowanego przez
dany gen. Opisang metodg przebadano 55 ORF, ale tylko w 27 przypadkach dostrze-
galny byt wplyw inaktywacji genu na fenotyp. Trzy z wprowadzonyeh zmian okazaty
sie letalne, za$ pozostate dawaly takie efekty, jak: bezptodnos¢, defekty morfologiczne,
chemiczng i termiczng nadwrazliwos¢ jak tez inne. Taki wynik eksperymentu jest
zaskakujacy: zablokowanie potowy z przetestowanyeh ORF, jak sie wydaje, nie wptywa
na czynnosci zyciowe drozdzy. Tmdno prz}*uszczac, ze potowa gendw tego organizmu
nie petni zadnej istotnej funkcji. Mimo catej naszej dotychczasowej znajomosci biologii
drozdzy, wiele zatem jeszcze zostato na tym polu do zbadania.
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Okreslenie peinej sekwencji tak niewielkiego fragmentu genomu (ok. 2%), jakim
jest dla drozdzy chromosom Ill, dostarczyto ogromnej itosci cennych dla biologii mo-
lekularnej danych, ale niewatpliwie powstato przy tej okazji wiecej nowych pytan
i probleméw niz udato sie rozwigzac. Prace nad sekwencjonowaniem kolejnych chro-
mosomow drozdzowych trwajg nadat, zaréwno w laboratoriach europejskich, jak
i w USA, Kanadzie oraz Japonii. W potowie 1992 r. oceniano, ze wszystkie sekwencje
z drozdzy, zapisane w bankach danych obejmowaty 27% catosci ich informacji gene-
tycznej (6). Utrzymanie tego tempa prac pozwoli na uzyskanie pierwszej petnej se-
kwencji genomu organizmu eukariotycznego jeszcze w ciagu obecnej dekady. Jej
szczegOtowa analiza przyczyni sie do zrozumienia molekularnych podstaw wspélnych
dla wszystkich Eukaryota zjawisk genetycznych oraz fizjologicznych.

tukasz Bielecki
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Ocena jakosci patentéw biofarmaceutycznych w USA

edtug potocznej opinii wystarczy policzy¢ liczbe wydanych patentdéw, a uzyska
Wsie poglad o produktywnosci danej jednostki badawczo-ronvojowej. Formutujgc
ocene firm biofarmaceutycznych w poréwnaniu z gtéwnymi, amerykanskimi koncer-
nami farmaceutycznymi, prowadzacymi wiasne laboratoria badawcze sformutowano
dodatkowe kryteria. Wsrod firm najlepiej notowanych naleza: Cetus, Genetech, Ge-
netics Institute, Chiron, Genex. Firmy te poréwnano z najlepszymi koncernami,
w konkretnej kategorii: Merck, Ciba Geigy, Eli Lilly, Upjohn, Warner Lambert, Bri-
stol-Myers, Wellcome, Pfizer, Searle, Glaxo, Syntex.

W liczbie zgtoszonych patentéw wsréd firm przoduje Cetus (68), a Srednia grupy
wynosi 36. Koncerny gorujg zdecydowanie: pierwszy Merck (289), Srednia grupy 120.
Jednakze juz w kategorii jakosci sytuacja ulega odwrdceniu. Za miare jakosci przyjeto
liczbe cytowan patentow danej firmy w kolejnych patentach. Najlepsza firma biofarma-
ceutyczna to Cetus (patent $rednio cytowany 2,89 razy), Srednia grupy 1,92. Wsréd
koncernow przoduje Warner Lambert (1,76), a Srednia grupy wynosi 1,06.

Firmy biofarmaceutyczne znacznie bardziej uzalezniajg swoje odkrycia od badan
podstawowych, co mierzy sie liczbg odno$nikéw w tekscie patentowym do pisSmien-
nictwa naukowego. W firmie Genetech na jeden patent przypada $rednio 21,60 od-
nos$nikoéw, $rednia grupy wynosi 15,60; w koncernach przoduje Eli Lilly (6,87 cyto-
wan), $rednia grupy 3,72.

Wreszcie dla lepszej oceny wypracowano kategorie wspotczesnosci kiasyfikowang
przez ,,$redni wiek” patentéw cytowanych w patentach danej firmy. Wséréd firm bio-
farmaceutycznych na pierwszym miejscu znajduje sie Genetics Institute (4,1 lat), Sred-
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nia grupy 5,3, podczas gdy w koncernach pierwszy Glaxo ma wynik 6,4, a $rednia
wynosi 7,9.

Tak zatem koncerny patentujg duzo wiecej odkryé niz rozwojowe firmy biofarma-
ceutyczne, ale patenty tych ostatnich dotycza nowoczesniejszych odkryé.

M. F.
Opracowano na podstawie: ,,Bio/Technology”, (1992), 10, 1079.

Co nowego no wschdd od Rzeczypospolitej

osyjska Fundacja Badari Podstawowych przyjeta do 15 marca 1993 r. zgltoszenia

kilku tysiecy wnioskdw w konkursie na indywidualne dofinansowanie badan. Ro-
czny budzet Fundacji wynosi 7,7 miliardéw rubli, planuje sie przyznanie dotacji w wy-
sokosci ok. 5 min rubli pojedynczimi badaczom lub mafym zespotom. Z sumy tej 60%
bedzie mogto by¢ wydane bezposrednio na badania, 7,5% na miedzynarodowe podréze
i wspotprace, 7,5% na koszty publikacji. Pozostate 25% wchtonie administracja opi-
niujaca danego badacza lub zespot.

Wydzielono sze$¢ merytorycznych zakreséw finansowania i powotano naukowe ra-
dy ekspertéw. Statut Fundacji wzorowany jest na zasadach fundacji Sorosa, ktéra
w ubiegtym roku przyznata w krajach bylego Zwigzku Radzieckiego 100 min dolaréw
w formie indywidualnych dotacji.

W lutym br. wydano w Moskwie pierwszy numer miesiecznika przedrukowujgcego
najwazniejsze artykuty z tygodnika ,,Nature”. W zatozeniu miat zacza¢ sie ukazywac
regularnie od kwietnia. Rosyjski wydawca sgdzi, ze jest to krok wstepny do publiko-
wania w przysziosci petnych, cotygodniowych przedmkoéw. Wydawnictwa tego typu
ukazujg sie w USA, w Japonii i w Chinach.

M. F.
Opracowano na podstawie: ,,Nature”, (11 February 1993), 361, 483, 485.

Tytutowe obietnice i nadzieje

dziale ,,Nowosci badawcze” tygodnika ,,Science” napisano, ze pojawita sie nowa
Wnadzieja dla chorych na chorobe Parkinsona. Znaleziono bowiem nowy czynnik
wzrostu komoérek nerwowych. Przyjrzyjmy sie zatem wihasnie na tym przykiadzie, jaka
droga dzieli nas od najbardziej obiecujgcych odkry¢ do medycznego ich zastosowania.
Do grupy kilku znanych biatek o akt3wnosci pobudzajgcej wzrost komoérek nerwowych
doszto ostatnio nowe nazwane glial cell line-derived neurotrophicfactor, GDNF (biotechno-
togiczna firma ,,Synergen” z Cotorado, USA, F. Collins i wsp.). Zaczelo sie od obserwacji
z 1992 r.,, ze komorki glejowe szczura wydzielajg jaka$ substancje, ktéra utatwia prze-
zywalnosé neuronom wydzielajgcym dopamine. W ,,Synergenie” uzyskano linie komérko-
wa szczegdlnie obficie wydzielajaca ten nowy czynnik, ktéry po 6 miesigcach oczyszczono
w ilosci pozwalajacej na analize chemiczng. Jest to biatko, na podstawie oznaczonej
czesciowo sekwencji aminokwaséw syntetyzowano sondy molekularne, ktérymi wyszu-
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kano w genomie ludzkim gen kodujacy analogiczne biatko. Gen ten sklonowane w ba-
kteriach i uzyskano prawidtowo zwiniete, aktywne biatko GDNF.

Biatko to nie pobudza do podziatéw komdérkowych: stabilizuje hodowle in vitro
neuronéw, przyspiesza dojrzewanie neuronéw embrionalnych i stymuluje powstawanie
licznych odgatezierh neuronalnych. Wszystko to czyni w stezeniach pikomolamych
i, jak sie wydaje, jest takze wysoce specyficzne, nie dziala na neurony uwalniajgce
inne niz dopamina neurotransmiteiy (GABA, serotonina). W¥asnie brak dopaminy, jak
sie uwaza, lezy u podstaw choroby Parkinsona i braku tego zadne leki nie sg w stanie
w sposob zadowalajacy uzupetnié.

Obecnie sg jednak daleko zaawansowane badania laboratoryjne, ale nie kliniczne.
Do rozwigzania najwazniejszych pytan i problemoéw, pozostaja m.in. jak dziata nowo
odkryty czynnik na inne komoérki uktadu nerwowego? Jak dziata na caty organizm
(konieczne jest przeprowadzenie badan na zwierzetach, w tym na naczelnych), i co
moze sie okaza¢ najtrudniejsze — w jaki spos6b potencjalnie bedzie mozna wprowa-
dzi¢ terapeutyczne biatko do mézgu, bowiem podobnie jak inne biatka, nie moze ono
pokona¢ bariery krew — mdzg. Podawanie domiejscowe wigzatoby sie z ryzykiem
zakazen. Rozwaza sie (chociaz dateko jest jeszcze do podjecia jakichkolwiek prdb)
wprowadzenie GDNF z wektorem (pochodne wiruséw opiyszczki?) lub w postaci trans-
plantéw zrekombinowanych z genem GDNF komérek. Wreszcie przystgpiono do préb
modelowania potencjalnego obszaru aktywnego biatka, w cetu przeprowadzenia ewen-
tualnej syntezy chemicznej malej czasteczki, przenikajacej do mézgu (otigopeptydu),
zachowujacej zadang aktywnos$¢ biologiczng. Czy zatem tytut informacji w ,,Science™
,»Obiecujgce biatko dla chorych na chorobe Parkinsona” brzmi zbyt optymistycznie
i czy na razie obiecuje im tylko nadzieje?

M. F.

Opracowano na podstawie: ,,Science”, (21 May 1993), 260, 1072 - 1073: 1130 - 1132.

Szybszy marsz wzdtuz genomu

enetycy zgodni sg w pogladzie, ze dotrzymanie terminéw w projekcie sekwen-

cjonowania ludzkiego genomu (HGP, Human Genome Project) wymaga wymyslenia
szybszych niz stosowane dotychczas procedury. Etapem, w ktérym wiasnie zapro-
ponowano korzystne modyfikacje jest dzielenie DNA na fragmenty, poddawane naste-
pnie sekwencjonowaniu.

Dotychczasowa technika przypadkowej fragmentacji (ang. shot gun), po ktérej na-
stepuje sekwencjonowanie i skfadanie uiyskanych sekwencji w ciggi jest praco- i cza-
sochtonna. Nowa technika polega na ulepszeniu podejscia tzw. primer walking (,,ma-
szerujacy starter”). Klonuje sie dtugi fragment DNA i rozpoczyna sekwencjonowanie,
uzywajac simtetycznego startera (ok. 20 nukfeotydéw) i kontynuujac jak daleko sie
da. Zgodnie z konricowa, poznang sekwencjg syntetyzuje sie kolejny starter i sekwen-
cjonowanie ,,maszeruje” dalej. Wadg tej techniki jest wysoki koszt starteréw.

W 1990 r. Wactaw Szybaitski z Uniwersytetu w Wisconsin zaproponowat uzycie
jako starteréw zestawOw wczesniej syntetyzowanych szescionukleotydowych oligonu-
kleotydéw (4096 mozliwych kombinacji). Pomyst ten doswiadczalnie wykorzystano
w 1992 r. (W. Studier, ,,Science”, 11 Dec. 1992, p. 1787). Do DNA zwigzanego z bial-
kiem dodano trzy heksamery o sekwencji odpowiadajacej 18 nukleotydowemu star-
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terowi. Heksamery ,,odsunely” biatko w obszarze, do ktérego byly komptementame
i spetnity oezekiwang funkeje startera.

W biezgeym roku L. Ulanovsky z Instytutu Weizmanna w lzraelu powtorzyt te
technike, unikajac bialek wigzgcych DNA. W laboratorium Szybatskiego dokonano
potaczenia kowateneyjnego heksamerow po ieh zwigzaniu sie z matrycg DNA. We
wszystkieh grupach dazy sie do automatyzacji catego etapu. Gdyby sie to udalo, to
zdaniem tego doswiadczonego badacza, jakim jest prof. Szybaitski uzyskanie petnej
sekwencji genomu E. coli zajetoby 10 osobom pare tygodni!

M. F.
Opracowano na podstawie: ,,Science”, (21 May 1993), 260.

Kto lepszy: naukowcy z Zachodu, czy tez ze Wschodu

zasopismo ,,Nature” przeprowadzito badania skfadu osobowego 97 naukowyeh in-

stytutow w byltym NRD. Po zamknieciu Akademii Nauk NRD w 1991 r. Rada
Naukowa Niemiec zarekomendowata powotanie do instytutéw naukowych — pozo-
statych po Akademii — naukowedw z obu czeSci Niemiec. Jednak ze wzgledu na
trudniejsze warunki zycia i gorsze wyposazenie wschodnioniemieckich instytutow nie
stanowig one wymarzonego miejsca pracy, szczegOlnie dla miodego $rodowiska na-
ukowego. Oczywiscie inaezej wyglada to w przypadku, gdy takiej ofereie przyjrzy sie
samodzielny praeownik naukowy, a jeszcze inaczej, gdy dotyczy to kogo$ kto ma
trudnosci z uzyskaniem kierowniezego stanowiska i to najchetniej na terenaeh zaeho-
dnioniemieekieh.

Tabela
Stan zatrudnienia pracownikéw naukowych z bytego nrd

Stanowisko Liczba (%)
Narodowe Instytuty badan Podstawowych
dyrektor instytutu 15
kierownik wydziatu 50
kierownik grupy badawczej 25
Instytuty finansowane przez landy i rzad federalny
dyrektor instytutu 30
kierownik wydziatu 75
kierownik grupy badawczej 80
Instytuty Towarzystwa Maxa Plancka
dyrektor instytutu 30
kierownik wydziatu 30
kierownik grupy badawczej 95
Instytuty Badan Stosowanych (Towarzystwa Fraunhofer)
dyrektor instytutu 75
kierownik wydziatu 95

Opracowano na podstawie: ,,Nature”, (22 April 1993), 362, 685.
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