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oncowym etapem przekazu informacji genetycznej jest synteza tancucha

polipeptydowego bedaca wieloetapowym procesem zasocjowanym z wie-

loma strukturami komoérkowymi. Informacja genetyczna jest zawarta w
morce w formie czasteczki DNA, bedacej polinukleotydem zbudowanym
z czterech nukleotydéw: A, C, G i T. O ukladzie przestrzennym czasteczki
i formowaniu struktury czwartorzedowej, np. helisy przez tancuchy DNA,
decydujg nie tylko sity wigzania wodorowego pomiedzy komplementarnymi
zasadami. Rownie istotne sg oddziatywania hydrofobowe oraz oddziatywania
z molekutami wody. Niemniej wazny jest efekt jondw dwuwarto$ciowych
(gtéwnie Mg”™*) oraz jednowartosciowych. Mozemy przyja¢ spekulatdrwnie, ze
poprzez ich lokalizacje w bruzdach spirali mogg one byé czynnikami odpo-
wiedzialnymi za stabilizacje uktaddéw przestrzennych rozpoznawanych przez
komplementarne struktury kwaséw nukleinowych.

Akt3Twna biologicznie czagsteczka kwasu nukleinowego, DNA czy tez RNA,
na przyktad w trakcie procesu replikacji, transkrypcji, czy tez translacji jest
jednoniciowa, dostepna dla innych molekut uczestniczacych w tych proce-
sach. Wysoki stopieh poprawnosci biosyntezy jest w zasadniczy sposob ste-
rowany oddziatywaniami wodorowymi pomiedzy zasadami nukleotydowymi
w procesie okreslanym terminem hybrydyzacja zasad. Doktadno$¢ reprodu-
kcji materiatu genetycznego jest lepsza niz 10~®. Btedy w przekazie informacji
genetycznej sg powodowane przez mutacje czy tez specyficzne efektory. Mu-
tacje, czyli wbudowania btednych elementéw strukturalnych (zasady lub ami-
noWasu) zdarzajg sie w sposob naturalny, jak réwniez sa wywotywane czyn-
nikami egzogennymi. Zazwyczaj prowadzg do degeneracji uktadu, powodujac
Zmiany genetyczne. Zahamowanie procesu biosyntezy moze by¢ spowodowane
takze przez produkty naturalne wystepujace w przyrodzie.

Szybkos$¢ biosyntezy biatka jest determinowana przez szereg czynnikow.
Tak np. odczytywanie kodu genetycznego przebiega z szybkoscig ok. 1 trypletu
na sekunde w uktadzie retikulocytow krélika, natomiast w ukladzie bakte-
ryjnym E. coli ok. 7-10 trypletéw na sekunde. Wiernos¢ procesu translacji
jest rzedu 10“". Rozpoznanie wiasciwego trypletu przez antykodon jest w za-
sadzie procesem oddziatywania nici ,sensowej” z ,,antysensowg”’ dwodch tan-
cuchéw polinukleotydowych: mRNA i AA-tRNA. Komplementarne oddziatywa-
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nie dwéch przeciwbieznych polinukleotydéw stanowi podstawe istotnych pro-
cesOw regulatorowych.

W 1985 r. stwierdzono, ze wstrzykniecie do oocytow zaby zdefiniowanych,
zsyntetyzowanych chemicznie antysensowych oligonukleotydéw komplemen-
tarnych do okreslonych sekwencji rRNA, powoduje zablokowanie biosyntezy
biatka w tym ukitadzie biologicznym (1). Jak czuly jest system i jak specyficzna
technika inhibowania proceséw biosdmtezy biatka ilustruje nastepujacy eks-
peryment: antysensowy oligonukleotyd o dtugosci 16 zasad, komplementarny
do okreSlonego fragmentu \zw. domeny a-sarcyny rybosomalnego RNA (za-
wierajgcego 4000 zasad), wprowadzony do ukladu biosyntetyzujgcego biatko
na rybosomach pszenicznych powoduje rozpad rybosomoéw, a w dalszej kon-
sekwencji catkowitg inhibicje procesu (2, 3, 4). Specyficznos¢ oddziatywania
antysensowego oligonukleotydu zwigzana jest z jego dtugoscia. Z analizy sta-
tystycznej wiadomo, ze sekwencja 8 dowolnych zasad nie powinna wystgpic
wiecej niz raz w strukturze dowolnego rRNA. Jednoczes$nie taka dtugosé oli-
gonukleotydu gwarantuje wystarczajgco silne wigzanie w procesie hybrydy-
zacji. Efektywne dziatania biologiczne antysensowego oligomeru mozna osiag-
nac¢ albo w wyniku wprowadzenia (np. wstrzykniecia) do uktadu komdrkowego
in vivo, wzglednie tez w wyniku wbudowania (zaprogramowania) antysenso-
wego oligonukleotydu do okreslonego genu, co powoduje endogenne wytwa-
rzanie tego czynnika. W wamnkach testow in vitro stosowanie antysensowych
oligonukleotydéw wymaga dopracowania warunkoéw hybrydyzacji specyficz-
nych dla danego uktadu.

W minionych Kilku latach byto szereg doniesien o specyficznych procesach
zatrzym3rwanych przez antysensowe oligomery w wyniku zablokowania trans-
lacji lub transkrypcji (5 - 7). Przyktadowo juz w 1987 r. wykonano ekspery-
ment w kwiatach petunii (5). Stwierdzono, ze wystepowanie w nich czerwo-
nego lub r6zowego barwnika determinowane jest biosynteza flawonoidéw, dla
ktérych kluczowg role odgrywa enzym syntetaza chalkonowa. Dla fragmentu
genu tego enzymu zsyntetyzowano komplementarny antysensowy oligonukleo-
tyd, ktéry zostat wprowadzony (poprzez szereg transformacji) do genomu pe-
tunii. Otrzymane transgeniczne rosliny nie zawieraty flawonoidow i wszystkie
kwiaty byty biate! Praktyczne zastosowanie w rotnictwie znalcizty antysensowe
oligomery w zapobieganiu zbyt szybkiemu dojrzewaniu pomidoréw, co ma
istotne znaczenie ekonomiczne przy ... produkcji ketchupu (7). Enzym poly-
galacturonaza odpwiedzialny jest za degradacje polimeréw pektyny, co pro-
wadzi do zmiekczenia owocow. Synteza tego witasnie enzymu wzrasta w za-
sadniczy spos6b w trakcie dojrzewania pomidoréw. Opracowanie antysenso-
wego oligonukleotydu dla genu tego enzymu spowodowato obnizenie syntezy
enzymu 0 90% w uktadzie roslinnym, a w konsekwencji spowolnienie procesu
dojrzewania i zmiekczania owocOw, poprawiajagc w ten sposéb np. zdolno$¢
pomidorow do diugotrwatego transportu i przechowywania.

Z mechanizmem dziatania antysensowych oligonukleotydow Scisle wigze
sie jedno z najwigkszych odkry¢ biologii molekularnej ostatnich lat: rybozymy,
czyli czasteczki kwasu rybonukleinowego charakteryzujace sie wiasciwosciami
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enzymatycznymi. Poczatkowo zaktadano, ze rybozymem musi by¢ kwas rybo-
nukleinowy; obecnie wiadomo, iz struktury mieszane, zawierajace oligodezo-
ksynukleotydy w swym sktadzie charakteryzuje nawet wyzsza aktywnos$¢ bio-
logiczna (w porownaniu do serii rybo) (8).

Elementem decydujacym o poprawnosci rozpoznania substratu oraz de-
terminujgcym akt}rwnos¢ specyficzng rybozymu jest hybrydyzacja substratu
przez sekwencje flankujace (9). Termin ,,sekwencje flankujgce” oznacza krétkie
(ok. 15-mer) oligonukleotydy znajdujace sie po obu stronach (tj. od koncéw
3 i 5) centrum katalitycznego rybozymu. Centmm katalityczne omawianego
rybozymu ma strukture ,,miotka” [hammerheadl. Oddzial3rwanie tych sekwen-
cji flankujacych z substratem, czyli innym kwasem nukleinowym, przebiega
w sposob w petni podobny do oddziatywania sensowy-antysensowy oligonu-
kleotyd. Rozpoznanie komplementarnych tancuchéw oligonukleotydowych de-
terminuje szybkos¢ oraz specyficznos¢ reakcji i wamnkowane jest obecnosciag
jonéw dwuwartosciowych (Mg"™) i jednowartosciowych (sperminy) (9). Jony te
wnikajg w strukture przestrzenng taricuchéw oligonukleotydowych, umozli-
wiajac wzajemng adaptacje konfiguracji, co wanankuje efektywne parowanie
komplementarnych zasad. Jednakze nie wszyscy autorzy zgadzajg sie z tezg
o kontrolnej funkcji oddziatywania sensowy-antysensowy oligonukleotyd
w mechanizmie funkjonowania rybozymu. Wedtug odmiennej koncepcji (10)
C2”ynnikiem limitujgcym szybkos$¢ reakcji hydrolitycznej rybozymu typu ham-
merhead jest jego centrum katalityczne, a jony dwuwartosciowe sa Ugandami
oddziatujacymi w stanie przejsciowym z grupa 2'OH rybozy w centrum aktyw-
nym. W mysl tej hipotezy rybozymy nalezy zaliczy¢ do grupy enzyméw akty-
wowanych jonami metali, czyli metaloenzymow.

Problem regulacji biosyntezy biatka, bedgcego ostatnim etapem ekspresji
genu, z pewnoscig jeszcze nie jest zamkniety, a wydaje sig, ze wrecz odwrotnie
— moze stanowi¢ jedno z najciekawszych zagadnien nastepnej dekady.
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Antisense makes sense in protein biosynthesis regulation

Summary

Protein biosynthesis occurs in nature with frequency error better than 10" Regulation of
polypeptide synthesis is caused by several factors. Recently the effect of antisense
oligonucleotides on peptide synthesis in vivo as well as in vitro has been presented. The specific
recognition of substrate by ribozyme is also determined by sense-antisense hybridization reaction
of ribozymes flanking sequences.
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