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Poznanie struktury genomu
ludzkiego wielkim zadaniem
biologii molekularnej

Poznanie mechanizmu powstawania raka w organizmie jest jednym z najwazniej-
szych praktycznych i poznawczych celow badan w biologii molekularnej. Dotychcza-
sowe doswiadczenia w tej dziedzinie prowadzono wykorzystujac kultury tkankowe
oraz onkogenne wirusy in vitro. Przeprowadzone eksperymenty z kulturami tkan-
kowymi pozwolity na uproszczenie obiektu badan, a wykorzystanie wirusow na
unikniecie ztozonosci materialu genetycznego (genomu) organizméw wyzszych.
Coraz bardziej staje sie oczywiste, ze dla ostatecznego poznania mechanizmu pow-
stawania raka konieczna jest znajomos¢ struktury kwasu dezoksyrybonukleinowego,
DNA. W kazdym organizmie , od wiruséw i bakterii do cztowieka, dziedziczone in-
strukcje dla wzrostu i rozwoju zakodowane sg w genach, ktére moga by¢ wiaczane i
wylaczane (regulowane) w miare rozwoju organizmu oraz zmieniajgcych sie warunkéw
zewnetrznych. Zapis genetyczny w DNA przypomina dtugg tasme, na ktérej zapisane
sa kolejne stowa, zdania czy tez rozdziaty peinej instrukcji tego, jak organizm bedzie
sie tworzyt | organizowat.

Nowotwdr wyodrebniony z organizmu pacjenta stanowi duzy agregat komorek
rakowych powstatych z pojedynczej komoérki, ktéra w przesztosci spetniata normalne
funkcje. W pewnym okresie ulegla ona zasadniczej przemianie, w wyniku ktérej po-
dziat oraz proliferacja nastepowaly na “wtasny” sygnat (a nie zewnetrzny, jak zwykle).
Jakie sg przyczyny “nienormalnego”, nowotworowego rozwoju komorki?

W wyniku olbrzymiego postepu w biologii molekularnej i inzynierii genetycznej
sytuacja zaczyna sie wyjasnia¢. Znaleziono bowiem geny powodujace rakowos¢ w
chromosomach komoérek nowotworowych. Geny te uleglty aktywacji i stanowig site
powodujaca transformacje nowotworowa. Stan ten moze by¢ scharakteryzowany na
wiele mozliwych sposobdéw. Zwykle najwyrazniejszy jest niekontrolowany wzrost.
Rowniez ksztalt komérek nowotworowych jest inny. Wiele z nich pobiera cukier w
olbrzymich ilosciach oraz rozwija sie w oparciu o anaerobowy metabolizm (przemiany
energetyczne niezalezne od obecnosci tlenu). Zewnetrzna membrana komorek ra-
kowych posiada antygeny nowotworowe, ktére moga by¢ tatwo rozrézniane meto-
dami immunologicznymi. Obecnie coraz wiecej jest danych wskazujacych, ze stan
rakowy zakodowany jest w genach (DNA). Jest on wynikiem uszkodzenia systemu
kontroli ekspresji informacji genetycznej (biosyntezy biatka), zawartej w genach. Juz
ponad dwadziescia lat temu Renato Dulbecco (Nagroda Nobla w 1975 r.) wykazal, ze
w warunkach laboratoryjnych mozliwa jest transformacja komdrek normalnych w
nowotworowe. Przenidst on wirusa poiyomy do fibroplastéw zarodka jezowca
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rosngcych in vitro (na szalkach Petriego) i zauwazyt, ze zakazone kultury tworzg stosy
kolonii zmienionych komérek. U miodych szczuréw zakazonych tymi wiasnie
komérkami stwierdzono stan nowotworowy. Eksperyment ten pokazat, ze normalne
komorki moga ulec transformacji w wyniku prostych manipulacji. Stan taki mozna
uzyskac¢ stosujac réwniez czynniki chemiczne (kancerogeny), ktére modyfikuja DNA
powodujgc mutacje. Zanim jednak w 1978 r. Robert A. Weinberg pokazal, ze Infor-
macja dla rakowatosci zawarta jest w DNA, juz w 1944 r. jeden ze wspohtwdorcow
biologii molekularnej T. O. Avery stwierdzit, ze z dwéch badanych wéwczas szczepow
bakterii Pneumococci, tylko jeden powoduje ciezkie zapalenie ptuc u myszy. Wyizo-
lowat on tzw. czynnik transformacyjny, ktéry powodowat przemiane niewirulentnych
bakterii w stan patogeniczny. Czynnikiem tym okazatl sie DNA. Przeniesienie
czagsteczki DNA za pomoca mikrokrysztatéw fosforanu wapnia powoduje réwniez
transfer wirulentnosci z jednego szczepu bakterii do drugiego. Dalszym krokiem na tej
drodze byto wyodrebnienie niewielkiego fragmentu DNA powodujgcego transfor-
macje. Trzy grupy badawcze G.M. Coopera, R.A. Weinberga oraz M. Wiglera
wyodrebnity za pomoca inzynierii genetycznej transformujagcy segment DNA. Jest to
onkogen lub gen rakowy. Wiedzac, ze aktywacja (utworzenie) onkogenu prowadzi do
powstawania raka, nalezy zapyta¢ o mechanizm jego funkcjonowania. Nauka nie
posiada jednoznacznej odpowiedzi na ten temat.

Opisujac najogodlniej rozwdj i znaczenie badan gendéw oraz ich struktury warto
przypomniec¢, ze w DNA oprocz zapisu o strukturze poszczegoélnych biatek zawarta
jest informacja o sposobie odczytywania zapisu genetycznego, ktory przypomina
skomplikowany program komputerowy. Jednakze wnioskowanie, ze jest jedynym
nosnikiem informacji bytaby niedocenianiem jego funkcji. W zywej komadrce informacja
jest takze zawarta w innych czasteczkach i strukturach z nich zbudowanych.

Dla wiekszosci badaczy jest jasne, ze biologia cztowieka weszta obecnie w taki
okres, ze zaden jej aspekt nie moze by¢ rozwigzany lub zrozumiany bez wykorzy-
stania genetyki molekularnej. W ciggu ostatnich 10 lat biologia molekularna wzbo-
gacita sie o nowe techniki badawcze takie jak: manipulacja czasteczkami DNA, analiza
sekwencji (kolejnos¢ utozenia nukleotydéw) oraz szybka synteza chemiczna DNA.
Centralnym narzedziem wydaje sie klonowanie (powielanie) genéw. Czasteczka DNA
moze by¢ spec”icznie przecieta za pomoca wybranego enzymu restrykcyjnego, a
okreslony jej fragment usuniety, zmodyfikowany, lub zastgpiony catkowicie Innym, a
nastepnie czgsteczka DNA moze by¢ zrekonstruowana, a takze dalej powielona.
Posiadajgc mozliwos¢ manipulacji materiatem genetycznym, biologowie majg zasad-
niczo dwie drogi rozpoznania mechanizmu powstawania raka, a mianowicie:

poszukiwania kolejnych genéw odpowiedzialnych za proces nowotworowy albo
sekwencjonowania catego genomu wybranego gatunku biologicznego. Poszukiwanie
kolejnych gendéw wydaje sie zadaniem pozornie fatwym, ale w dalszym ciagu nie-
zwykle trudnym. Obecnie jest ono z mniejszym lub wiekszym powodzeniem reali-
zowane w kilku laboratoriach. Jednym z wazniejszych tutaj stawianych zagadnien jest
to, na ile geny rakowe u réznych gatunkéw sg zréznicowane oraz jakie biatka regula-
torowe sg przez nie kodowane.

Druga mozliwos¢ dotyczy okreslenia sekwencji nukleotydowej catego genomu
komérkowego. Poznanie sekwencji umozliwitoby przygotowanie odpowiednich
znacznikow dla poszczegoélnych genéw oraz ich klasyfikacje w zaleznosci od ekspres;ji
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w réznych typach komorek.

Posiadanie fizycznej mapy genetycznej umozliwitoby identyfikacje gendw
zaangazowanych w rozwdj raka oraz innych schorzen bedacych aktualnie w polu
widzenia. Jezeli nadrzednym celem tego typu badan jest zrozumienie proceséw
nowotworowych u cztowieka, oczywiste jest, ze nalezaloby sekwencjonowa¢ genom
ludzki. Poniewaz kontrola genetyczna tkanki rakowej wydaje sie odmienna u réznych
gatunkéw, poznanie gendéw zaangazowanych w powstawanie nowotworu stworzytoby
szanse na nowe podejscie terapeutyczne, ktore mogtoby prowadzi¢ do zatrzymania
rozwoju stanu rakowego. Nie ma zadnych watpliwosci, ze poznanie genomu oraz
dostepnos¢ znacznikéw (sond) dla dowolnych gendw bytoby istotnym czynnikiem w
poznawaniu fizjologii i patologii cztowieka, mechanizmu regulacji ekspresji genu i
organizacji systemu nen”/owego. Sa rOwniez przestanki, ze wszystkie geny powstaty z
ograniczonej liczby gendéw rodowych (dziedzicznych), a zatem zyskalibySmy nowe
informacje na temat ewolucji i pochodzenia cziowieka.

Jezeli zagadnienie to ma tak istotne znaczenie jak napisano, to nalezy postawi¢
pytanie, dlaczego nie jest ono dotad realizowane? Co jest obecnie dostepne a czego
brak? Wywotuje to od niedawna dyskusje wsréd biologéw molekularnych. Najwiecej
uwagi tym kwestiom poswieca sie w USA i Japonii. Podejmuje sie tam pewne kon-
kretne dziatania przygotowawcze. Zadanie, jakie tutaj pozostaje do rozwigzania polega
na rozszyfrowaniu informacji genetycznej zakodowanej w 3 miliardach par zasad (3 x
10® ) znajdujgcych sie w genomie ludzkim. W poréwnaniu z bakteriami i innymi
komaorkami prokariotycznymi jest to ponad 1000 razy wiecej. Dzieki odpowiedniemu
umieszczeniu w chromatynie fancuch DNA o dlugosci 1,5 m. zawierajgcy 3 x 10® par
zasad, miesci sie w komadrce o Srednicy okoto 20 mikronéw. Dla wyjasnienia pewnym
przyblizeniem moga by¢ nastepujgce pordwnania, a mianowicie: wyobrazmy sobie
kartke papieru formatu A-4, na ktérej mozna zapisa¢ 50 wierszy (pojedynczy odstep
na maszynie do pisania), kazdy zawierajgcy 100 znakdéw (nukleozydow). Na jednej
zatem stronie mozna zapisa¢ sekwencje - 5 tysiecy par zasad, np. czasteczke wirusa
/?7X174 majacego 5375 nukleozydéw mozna zapisa¢ w taki sposéb na jednej stronie.
Genom bakterii jest znacznie wiekszy i potrzeba na ten cel 200 stron. Dla przykiadu
genom Escherichia ccii (pateczka okreznicy) zawiera 4,7 x 10® par zasad. Jak juz
wspomniano genom ludzki jest bez poréwnania wiekszy i zawiera 3x10® par zasad i
dla jednego formalnego zapisu zuzylibySmy okoto 1 miliona kartek. Mozna przyjaé
rowniez, ze przecietna objetos¢ ksigzki stanowi 200 stron. Z naszych rozwazan
wynika, ze wiedza o strukturze genomu ludzkiego zawiera sie w okoto 10 000 tomdéw,
a to przedstawia juz sporg biblioteke. Jezeli nikogo nie przeraza liczba 10" toméw, to
warto przypomnie¢, ze nie bylby to zwykly zbiér ksiazek, a raczej winna to by¢
encyklopedia. Przy zalozeniu, ze do zakodowania biatka skladajagcego sie z trzystu
aminokwasoéw potrzeba genu ztozonego z okoto 1000 par zasad, to do rozwigzania
pozostaje nam 3 miliony genéw. Zatem na jednej stronie w naszej encyklopedii
znajduje sie 3 - 5 gendw. U stosunkowo dobrze rozpoznanych bakterii E. col/i poz-
nano dotychczas okoto 1000 gendw, a ponad trzy tysigce pozostaje do analizy.
Czytelnik fatwo zauwazy, ze dtugosc¢ fancucha DNA albo genu okreslono tutaj liczbg
nukleozydéw lub par zasad. WspomnieliSmy poprzednio o DNA jako o nosniku Infor-
macji genetycznej. Sktada sie on z dwdch komplementarnych faricuchéw nukleozy-
dowych tworzacych spirale i w zasadzie kazdy z pojedynczych taricuchéw DNA moze
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by¢ tancuchem kodujgcym synteze biatek.

Wedtug pierwotnych obliczen, uwzgledniajac poziom dostepnych technik, sek-
wencjonowanie 3 miliardéw nukleozydéw wymagac¢ bedzie 30 000 “osobo-lat” oraz
kosztéw okoto 2 miliardow dolaréw. W sprzyjajacych okolicznosciach moze to by¢ 300
0s6b, 20 lat oraz 1 miliard dolaréw. Obecnymi metodami pojedyncza osoba moze
zsekwencjonowac¢ rocznie 100 000 par zasad przy Srednich kosztach 1 dolara na
zasade. Jezeli automatyzacja tego procesu posunie sie nieco, wowczas liczba zsek-
wencjonowanych zasad moze wzrosng¢ o 1-2 rzedy, do wielkosci 10® -10”™ W takiej
sytuacji dla 150 pracownikéw technicznych sekwencjonowanie genomu ludzkiego
stanowitoby zadanie na 20 lat. Dla poréwnania, koszt jednej stacji kosmicznej wynosi
okoto 8 miliardow dolaréw. W trakcie dyskusji zapoczatkowanej w potowie 1985 r.
pojawito sie szereg pytan, na ktdre trzeba znalez¢ jasng i szczerg odpowiedz, zanim
problem zostanie podjety. Przypomnijmy w tym miejscu, ze jeszcze okoto 10 lat temu
okreslenie sekwencji DNA o dtugosci 20 nukleotyddw byto zadaniem czasochtonnym,
tnwajgcym ponad rok. W dobrym laboratorium obecnie, mozna to zrealizowac¢ w ciggu
jednego dnia. Koszty projektu sg duze, ale mozliwe do uzyskania. Zwykia ludzka
ciekawos$¢ bedzie roéwniez stymulowata dziatania w tym kierunku. Powaznym proble-
mem jest brak duzej liczby biologéw-specjalistow w zakresie sekwencjonowania,
ktorzy mogliby temat ten podjac.

Poczatkowo dyskusja wskazywala, ze idea sekwencjonowania genomu ludzkiego
uzyskata petne poparcie naukowcéw. Jednakze w trakcie 2,5 rocznej dyskusji poglady
sie zmienialy. Wielu doswiadczonych biologow wskazuje, ze znacznie bardziej inte-
resujgce byloby jednoczesne posiadanie informacji strukturalnych (sekwencja) oraz
danych genetycznych i biochemicznych. Oczywiste jest zatem, ze poczatkowy entuz-
jazm w kierunku sekwencjonowania przesunat sie w strone blizsza i oczywistg ,
przynajmniej dla genetyki klasycznej, jak mapowanie gendw. W pierwszym etapie
nalezatoby otrzymac biblioteke naktadajgcych sie kosmidow (wektory do klonowania,
powielania duzych fragmentéw DNA). Tutaj pojawitaby sie praktyczna korzys¢ przy
diagnostyce choréb genetycznych. Dla genetyki klasycznej posiadanie mapy jest
bardzo istotne, gdyz zawierataby ona bardzo informatywne znaczniki. Obecnie
istniejaca mapa przedstawia raczej niskorozdzielczy schemat i nie pozwala na
doktadng analize genomu. Ocenia sie, ze mapowanie powinno by¢ wykonane w ciggu
trzech lat przy naktadach 20 milionéw dolaréw. Przewidywanie trudnosci merytorycz-
nych nie jest tematem tatwym,, jezeli w ogéle mozliwym do rozwigzania, np. w przy-
padku, gdy w genomie znajdzie sie znaczna liczba powtarzajacych sie sekwencji.
Ztozenie poprawnej struktury moze okazac¢ sie zadaniem wymagajacym wielkiego
wysitku. Waznym zagadnieniem wydaje sie dokladnos$¢ okreslania sekwencji. Jeden
btad moze zmieni¢ sens sekwencji kodujgcej okreslone biatko. Dobrze bytoby w takim
przypadku zna¢ strukture drugiej nici.

Wspomniano juz o finansowaniu tego przedsiewziecia. Warto tutaj doda¢, ze w
istocie rzeczy zagadnienie to polega na konstrukcji nowego narzedzia badawczego
jakim bedzie znana struktura genomu cztowieka. Dla tego celu potrzebne sg nowe, w
duzym stopniu automatyczne urzadzenia laboratoryjne. Ostatnie doniesienia wskazujg
na mozliwos¢ 5-krotnego obnizenia kosztow po wprowadzeniu robotyzacji na
niektérych etapach. W takiej sytuacji koszt okreslenia jednej zasady zmalatby do 20
centéw.
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Na pytanie, jaki genom powinien by¢ poddany analizie brak absolutnie
odpowiedzi. Wiadomo jednakze, ze konieczne jest posiadanie genomu haploidalnego,
w takiej sytuacji mozna przyja¢ zatozenie wykluczajgce kobiety jako dawcy genomu
diploidalnego.

Jedng z przyczyn pojawiajacych sie czesto watpliwosci jest brak pewnosci, czy
zadanie jest wykonalne. Jes$li przy obecnych technikach sekwencjonownaia mozliwa
jest analiza 10® nukeotyddw na 1 rok, nie nalezy sie dziwi¢, ze perspektywa 3000 lat
oczekiwania na ostateczny wynik nie jest zachecajgca. W zwigzku z tym podej-
mowane sg realne wysitki majace na celu przyspieszenie tego procesu. Istota analizy
struktury genomu polega na wykonaniu serii specyficznych fragmentéw oraz wielu
etapébw rozdzialu . Analiza genomu ludzkiego mogtaby przebiega¢ wedtug
nastepujacych etapéw: rozdzial chromosomow, restrykcja chromosomalnego DNA,
klonowanie fragmentéw restrykcyjnych, wykorzytujagc kosmidy, dalsze specyficzne
zmniejszanie wielkosci fragmentdw DNA oraz klonowanie i sekwencjonowanie. Reali-
zujgc te gldbwne etapy, liczba fragmentéw DNA przeznaczonych do sekwen-
cjonowania rosnie az do okoto 10 , gdyz oligonukleotydy wielkosci 10" potrafimy
fatwo analizowaé¢. Aby to wykona¢ proces ten musi by¢ zautomatyzowany. Obecnie
testowany robot firmy SEIKO moze sekwencjonowac¢ 300 000 zasad na 1 dzien, czyli 1
zasade w ciggu 0,28 sekund. Duzym udoskonaleniem jest metoda pulsowej elektro-
forezy, ktora pozwala rozdziela¢ fragmenty DNA od 10 000 do ! miliona zasad.
Dotychczasowe techniki umozliwiaty rozdziat fragmentéw o ditugosci maksymalnej do
20 000 zasad. Techniczne problemy zwigzane z produkcjg cienkich zeli sekwencyj-
nych (podstawag rozdziatu jest wielkos¢, dilugos¢ czasteczki) wydaja sie bliskie po-
konania. Firma FUJI PHOTO FILM jest przygotowana do produkcji 1000 zeli o
wymiarach 40 cm x 20 cm x 0,2 cm w ciggu 1 dnia. Inny robot opracowano w
Kalifornijskim Instytucie Technologii. Do sekwencjonowania wykorzystuje sie cztery
specyficzne reakcje enzymatyczne przebiegajgce w obecnosci startera (specyficzna
sekwencja nukleotydéw) znakowanego jednym z czterech ban”/nikéw. Kazda specy-
ficzna reakcja kodowana jest odpowiednim kolorem. Fragment DNA po wykonaniu
reakcji sekwencjonowania rozdziela sie na kolumnie wypetnionej zelem. Znajdujacy
sie u wylotu kolumny laser monitoruje wyptyw i odczytuje sekwencje analizowanego
fragmentu.

Na zakonczenie nalezy powiedzie¢, ze o ile to gigantyczne zadanie zostanie
podjete to nie bedzie ono realizowane przez pojedynczy zespdt czy grupe
zapalernicéw. Problem jest olbrzymiej wagi. Jesli ma by¢ on rozwigzany to powinna
by¢ podjeta szeroka wspotpraca miedzynarodowa. W tym wysitku powinnismy bracé
rowniez udziat jako kraj, niezaleznie od biezacych trudnosci i niedostatkow.



