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Gen strukturalny — ewolucja pojecia i dylematy

Mieczystaw Chorazy*

The structural gene — evolution of concept and controversies

Prace te dedykuje tym wszystkim bylym i obecnym pra-
cownikom Zakladu Biologii Nowotworow, Zakladu Bio-
logii Molekularnej i Zakladu Radiobiologii Doswiadczalnej
i Klinicznej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii
Sklodowskiej-Curie, Oddzial w Gliwicach, ktorych rzetel-
nosc naukowa, zarliwos¢ i oddanie nauce pozwalaly zawsze
przetrwad trudne lata.

Genom - ile DNA, ile genow?

DNA komorek prokariotycznych (bezjadrzastych, np.
bakterie) jest zorganizowany jako jeden chromosom,
sktadajacy si¢ z jednej czasteczki DNA ,,;rozpuszczonej”
w cytoplazmie. Cata taka czasteczka DNA obejmuje geny
utozone blisko jeden za drugim, kazdy z nich ma swgj
wymiar przestrzenny, dos¢ wyrazne ,,granice” (poczatek
i koniec) i kazdy z nich ma nieprzerwany ciag sekwencji
kodujacych.

Natomiast DNA organizméw eukariotycznych
(posiadajacych jadro), zaréwno jedno- jak i wielokomor-
kowych, upakowany jest w chromosomach i zamkniety
w jadrze komdrkowym. Jeden chromosom, zawiera jedna
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czasteczke DNA. Czlowiek posiada 22 chromosomy
autosomalne, oznaczone wedlug malejacej dtugosci od 1
do 22 i dwa ro6zne chromosomy piciowe X i Y (u kobiet
XX, umezezyzn XY). Uporzadkowany wedltug wielkosci
zestaw chromosomoéw nazywamy kariotypem. W jadrze
komorek czlowieka poszczegdlne chromosomy zajmuja
Scisle okreslone terytoria. Nawet w okresie cyklu zycio-
wego komorki zwanym interfaza, gdy ma miejsce duza
aktywno$¢ gendéw, gdy chromosomy wydaja si¢ rozpro-
szone, a DNA chromosomalny jest pozornie rozpuszczo-
ny i wymieszany, szkielet kazdego indywidualnego chro-
mosomu jest utrzymany, a jego DNA ,,nie miesza” si¢
z DNA innego chromosomu. DNA kazdego chromoso-
mu zajmuje okreSlone terytorium jadra.

W organizmach diploidalnych takich jak czlowiek
kazdy chromosom wystepuje w dwdch kopiach — jedna
pochodzi od matki i jedna od ojca. Genomem nazywamy
catkowitg ,,informacj¢ genetyczna” czyli DNA (cho¢ nie
sa to terminy réwnowazne), zawartag w komorce i cha-
rakterystyczng dla danego organizmu. WielkoS¢ geno-
mu najczedciej podajemy jako diugo$¢ wyrazong liczba
par zasad (nukleotydéw) i odnosimy zwykle do haplo-
idalnego zestawu chromosomoéw. ,, Typowy” genom czlo-
wieka, czyli sumaryczna dtugosc¢ czasteczek DNA wszyst-
kich chromosoméw w komorce haploidalnej (zawiera-
jacej zestaw jednej kopii chromosoméw danego gatun-
ku), ma wielko$¢ okofo 3x10° par zasad/nukleotydow
(3x10° bp) czyli 3 miliardy par zasad. W przeliczeniu na
miar¢ metryczng DNA kazdej komorki cztowieka ma
dtugos$¢ okoto 1,5 metra! Ta wielko$¢ daje nam przybli-
zone pojecie o tym, jak silnie skondensowany i gesto upa-
kowany musi by¢ DNA w indywidualnym chromosomie
i w jadrze komoérkowym, ktoére — jesli przyjmiemy jego
kulisty ksztatt — ma Srednic¢ zaledwie od kilku do kilku-
nastu wm.

Wielko$¢ genomoOw roznych gatunkoéw miesci sie
w szerokich granicach, od okofo 10° bp u mykoplazmy
i bakterii az do 10'! bp u kwitnacych roSlin i zimnokrwi-
stych kregowcow klasy Amphibia. Czyli w haploidalnych
genomach réznych gatunkéw ilo§¢ DNA waha si¢ do
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100 000 razy. Wielko$¢ genomu bakteriofagow jest rzedu
10° bp. Jeszcze okoto 20 lat temu spekulowano, ze ztozo-
noS$¢ organizmu bedzie SciSle korelowac z iloScig materia-
tu genetycznego (iloScia DNA), a zatem réwniez z licz-
ba gendw i liczbg chromosoméw. W miarg gromadzenia
danych doswiadczalnych i rozwijania metod badawczych
okazato si¢, ze sprawa jest bardziej ztozona. Nie ma pro-
stej korelacji miedzy biologiczna ztozonoScia gatun-
kéw, a iloScig DNA, ani liczba chromosomdw, ani iloScig
kodujacego lub niekodujacego DNA.

U bakterii, sekwencje DNA kodujace biatko (czyli
geny) zajmuja caly lub prawie caly genom. Ale w organi-
zmach wyzszych (ssaki) sekwencje kodujace biatko stano-
wig tylko mata cze$¢ genomu, np. u czlowieka najwyzej
okoto 1,5% genomu. Jedli przyjeliSmy, ze liniowa diugo§¢
DNA genomu czlowieka wynosi okoto 1,5 m, to taczna
dtugos¢ sekwencji kodujacych (tj. gendw) zajmuje zale-
dwie okoto 2 cm. U niektorych kregowcdw klasy Amphi-
bia, majacych genom wielkich rozmiaréw, ta propor-
cja jest jeszcze mniejsza. W genomie czlowieka i innych
gatunkow zwierzat oraz ro§lin jest znacznie wigcej DNA,
niz bySmy mogli oczekiwaé z oczywistych roéznic w zlo-
zonosci tych organizméw. Przez wiele lat uznawano nie-
stusznie (por. nizej), ze ten ,,nadmiarowy” DNA u czlo-
wieka i innych organizméw wyzszych nie ma znaczenia
funkcjonalnego i jest wynikiem proceséw ewolucyjnych,
a nawet ukuto nazwe dla ,,nadmiarowego” DNA - ewo-
lucyjne ,,$miecie” (junk DNA). Organizmy prokariotycz-
ne takich ,,nadmiarowych” sekwencji DNA nie posiadaja.

W latach 90. badaczy intrygowalo gtéwnie zagad-
nienie, jak duzo jest gendéw u kazdego gatunku. Sadzo-
no, ze im gatunek jest na wyzszym stopniu ewolucyjnego
rozwoju, tym wigcej b¢dzie posiadal DNA i gendw. Jesz-
cze kilkanascie lat temu szacowano, ze czlowiek powi-
nien posiada¢ przynajmniej 100 000 genéw, pojmowa-
nych nadal jako kodujace biatko sekwencje DNA, majace
swoj materialny poczatek i koniec. Szacunki bardzo r6z-
nily si¢ w zaleznosci od uzytej metody. Analiza sekwen-
cji DNA organizmdw posiadajacych maly genom i pozna-
nie sekwencji aminokwasowej ro6znych bialek pozwalato
»uSrednia¢” wielkoS¢ genu i uscislaé liczbe genéw. Geny
kodujace rybosomalny RNA (rRNA), transportujacy
RNA (tRNA), a takze geny kodujace histony wystepu-
ja zwykle w wielu kopiach. Czg¢sto nazywa si¢ je ,,genami
powtarzalnymi”. Nalezy je odr6zni¢ od ,,sekwencji powta-
rzalnych” lub ,,powtarzajacych si¢”(sekwencje repetytyw-
ne) (por. nizej). Liczne kopie jednego genu wystepuja
czasami w komorkach niektorych nowotworow.

W latach 90. w Stanach Zjednoczonych opracowa-
no i rozpoczeto projekt badawczy zmierzajacy do usta-
lenia sekwencji (czyli kolejnoSci wystgpowania w DNA)
3 miliardéw par zasad/nukleotydow DNA cafego geno-
mu cztowieka (Human Genome Project, HGP). Usta-
nowienie projektu HGP przez USA (Narodowe Insty-
tuty Zdrowia, NIH oraz Departament Energii, DOE)
i migdzynarodowa organizacj¢ Human Genome Orga-
nization (HUGO) bylo poprzedzone usilnymi zabiega-
mi naukowcow, takich jak Walter Gilbert, James Watson,
Charles Cantor, Leroy Hood (cyt. za Lewontin, 1991).

Wierzono, ze HGP pozwoli ustali¢ liczbe gendéw i zrozu-
miec, na czym ostatecznie polega zjawisko zycia, ustali¢
caly, liniowo zakodowany, ,,plan organizmu” z wszelkimi
anatomicznymi i fizjologicznymi cechami i zachowaniem.
W. Gilbert obrazowo ujal swoj entuzjazm wobec HGP:
»Sekwencj¢ trzech miliardow par zasad DNA czlowieka
bedzie mozna zapisa¢ na dysku CD, wyciagna¢ taki dysk
CD z kieszeni i oznajmic: ,,Oto jest istota ludzka: to JA!”.

Projekt wzbudzat wielkie nadzieje. Sadzono, ze
poznanie sekwencji pozwoli na ustalenie liczby genow
oraz genow i sekwencji unikatowych dla cztowieka, czyli
na ustalenie czym czlowiek rdzni si¢ ewolucyjnie od zwie-
rzat wyzszych i najblizszych mu naczelnych (np. szym-
pansa). Oczekiwano dalej, ze zostang poznane defekty
i uszkodzenia gendéw determinujace powstawanie cho-
rob (lacznie z rakiem), co z kolei pozwoli na rozwinig-
cie metod diagnostycznych i opracowanie nowych sku-
tecznych technik leczniczych, jak np. ,terapia genowa”
(Zalewski, 2001). Kazdy cztowiek bgdzie mogt mie¢ swoj
»paszport genetyczny” dla identyfikacji, prosty i niezbed-
ny np. w sprawach ubezpieczeniowych. Powstaly tez ztud-
ne iluzje, ze znajac zestaw genéw i sekwencji DNA czto-
wieka, bedzie mozna ten gatunek uszlachetniaé przez
zabiegi inzynierii genetycznej, a nawet zwalczyC negatyw-
ne ludzkie zachowania.

W 2001 r. dwa osrodki badawcze w USA, rzadowy
(NIH) pod kierunkiem F. Collinsa i prywatny (Celera)
J. C. Ventera, oglosily rownoczesnie w tygodnikach Natu-
re (Lander i in., 2001) oraz tygodniku Science (Venter
iin., 2001) sekwencje¢ ludzkiego DNA i pokazaly ,,mape
genetyczng” czlowieka. Byl to wielki sukces badawczy,
ktory jednocze$nie okazat si¢ by¢ wielkim zaskoczeniem
dla nauki. Wbrew wczes$niejszym oczekiwaniom, licz-
be ,,gendw” cztowieka oszacowano w przedziale 25 000
— 30 000. Liczba ta obejmowata sekwencje posiadaja-
ce atrybuty genu strukturalnego, kodujacego biatko, jak
rowniez geny kodujace te klasy RNA, ktore byly ostatecz-
nymi produktami (rRNA, tRNA). Okazalo sig¢, ze trudno
jest zdefiniowac i rozpozna¢ indywidualne geny. Rozrzut
w szacunkowej liczbie genow zalezy od metod przyje-
tych do identyfikacji, opartych na swoistych sekwencjach
(sekwencje sygnalne charakterystyczne dla genu, jak np.
promotor, sekwencje stop, otwarte ramki odczytu).

Inne grupy badawcze zaczely wkrotce donosié
o ustaleniu sekwencji i szacunkowych liczbach genéw
u kilku gatunkéw zwierzat i roSlin. Poréwnanie liczby
gendw (sekwencji kodujacych biatko) migdzy gatunkami
wyraznie wskazalo, ze nie ma takze oczekiwanej korelacji
miedzy liczba genéw, a zlozonoScig organizmdéw. Obec-
nie liczbe genéw kodujacych biatko w genomie cztowieka
szacuje si¢ na okoto 22 700, a nawet zaledwie 20 000 (cyt.
wg Pheasant i Mattick, 2007). Cztowiek, ktory umiescit
siebie na szczycie drzewa ewolucyjnego, ma poréwnywal-
ng liczbe genéw do myszy (22 500), jezowca (ok. 23 000)
i nicienia Caenorhabditis elegans (ok. 19 000 — 20 000)
i tylko o jedna trzecig wigcej niz muszka owocowa Droso-
phila malanogaster (ok. 14 000), a znacznie nizsza niz jed-
nokomorkowy protista, orzesek Tetrahymena thermophi-
la — 27 000 genéw (cyt. wg Pheasant i Mattick, 2007). Te



szacunkowe dane wskazuja, ze w procesie rozwoju 0sob-
niczego geny kodujace biatko per se nie sa odpowiedzial-
ne za ,programy rozwojowe”. Program (plan) rozwoju
jest przypisywany genomowym mechanizmom regulacyj-
nym lub innym nieznanym jeszcze procesom. Drozdze
posiadaja okoto 6 000 gendw, a bakterie migdzy 5 000
a 10 000 gendéw. Sekwencje genomu czlowieka i szym-
pansa roznig si¢ zaledwie niewiele ponad 1,0%. Czyz-
by — jak chcg niektorzy badacze — cztowiek i czlowieczen-
stwo, cechy osobowosci cztowieka, jego wielki tadunek
intelektualny tkwit w tej drobinie DNA, stanowigcej roz-
nice z najblizszym krewniakiem ewolucyjnym?

Pozagenowe sekwencje DNA, wystepuja u wielu
gatunkow i rozne opisane nizej sekwencje posiadaja cze-
sto zdumiewajace podobiefistwo, a poprzez ich poréw-
nywanie mozna przesledzi¢ ich koleje ewolucyjne (Jurka
iin., 2007).

Co zawiera ludzki, nadmiarowy DNA, uwazany do
niedawna za ewolucyjne ,,Smiecie”? Jak wspomnieliSmy,
mniej niz 2% ludzkiego DNA zawiera sekwencje koduja-
ce, zatem nadmiarowa cz¢$¢ DNA zajmuje az okoto 98%
genomu. Na t¢ cz¢S¢ skladaja si¢ sekwencje powtarzaja-
ce si¢ (repetitive sequences, repetitive DNA), wystepuja-
ce w licznych kopiach oraz fragmenty sekwencji unikato-
wych o nieznanej funkcji, nie posiadajace swoich homo-
logéw w genomie. Sekwencje powtarzajace si¢ o prostej
budowie, tandemowe, ztozone z kilku (2-6) nukleotydow,
powtarzajacych si¢ zwykle kilkadziesiat razy, np. dinu-
kleotydy — [AT] dajace trakty ATATATA..., trinukleoty-
dy np. [AAT], lub [CGG],, tworzace odpowiednio ciagi:
AATAATAAT... i CGGCGGCGGCGAQG..., nazywane sa
mikrosatelitami. Bardziej ztozone sekwencje powtarza-
jace si¢, majace motyw podstawowy od kilkunastu do kil-
kudziesigciu nukleotydow, definiowane sa jako minisate-
lity. Zajmuja one odcinki DNA o dlugosci nawet kilkuna-
stu tysiecy pz. Niekiedy ,,inwazja” krotkich (kilka nukle-
otydow) traktow w rejony kodujace ma miejsce w choro-
bach degeneracyjnych, gtéwnie typu neurodegeneracyj-
nego. Do grupy powtarzajacych si¢ sekwencji rozproszo-
nych zaliczamy takze sekwencje typu SINE (short inter-
spersed nucleotide elements), z ktorych najlepiej poznana
sekwencja Alu o dtugosci okoto 300 nukleotyddéw wyste-
puje w okolo 500 tys. kopii w genomie cztowieka. Grupa
sekwencji LINE (long interspersed nucleotide elements)
o dtugosci kilku tysiecy nukleotydoéw wystepuje w setkach
tysiecy kopii. Znanych jest wiele innych rzadziej wystepu-
jacych elementow.

Wiele sekwencji powtarzajacych si¢ ma zdolno$¢
przemieszczania (transpozycji) w genomie. Grupy rodzin
takich sekwencji nazywamy og6lnie sekwencjami/elemen-
tami transposonalnymi (TE - transposable elements) lub
wprost transpozonami. Istnienie elementdéw transposo-
nalnych, zwanych réwniez elementami mobilnymi, postu-
lowata w latach 30. Barbara McClintock na podstawie
badan nad genetyka kukurydzy. Elementy transpozonal-
ne sg to sekwencje o duzej ztozonoSci co do struktury,
pochodzenia i réznorodno$ci. Ich funkcja w procesach
ewolucji, specjacji (powstawaniu gatunkow), w rozwoju
osobniczym i rola w genomie wspodfczesnym nie jest do

konca poznana. Transposony odegraly prawdopodobnie
wiodaca rolg w procesie ewolucji (Jurka i in., 2007; Kapi-
tonov i in., 2004). W warunkach stresowych transposony
mogg si¢ uaktywniaé, i dzieki swoim zdolno$ciom auto-
katalitycznym (aktywno$¢ wlasnego enzymu, transpoza-
zy, umozliwiajacego wycinanie i insercj¢) moga zmieniac¢
miejsce w genomie tego samego osobnika lub gatun-
ku lub tez ulegac transpozycji horyzontalnej do geno-
mu innego gatunku. Masowy, horyzontalny wspolcze-
sny transfer transposonéw opisano u wrotki (Gladyshev
iin., 2008). Znane sa przyktady chorob powstatych wsku-
tek transpozycji aktywnych TE. Z kodujacych sekwencji
transpozonéw (transpozaza, gen gag u retrotranspozo-
néw) ewoluowaly niektére geny kodujace biatko u ssa-
koéw. Transpozony ingerowaly takze w powstanie i funk-
cje sekwencji kodujacych microRNA. W, pozagenowym”
DNA znajduja si¢ liczne powtarzajace si¢ kopie genow
nieczynnych (pseudogeny, por. nizej).

Miedzy genem a biatkiem

Obraz prostego przekazywania informacji z genu (DNA)
przez mRNA do bialka i prostej liniowej relacji gen
(DNA), struktura biatka i jego funkcja bardzo kompli-
kuja odkrycia mechanizméw zmieniajacych na pozio-
mie mRNA tres¢ informacji pierwotnej zawartej w DNA
(genie). W wyniku dziatania tych mechanizméw sekwen-
cja aminokwasdw w czasteczce bialka (a zatem jej struk-
tura i funkcja) beda r6znic si¢ od tej ,,zapisanej” w genie.

Jedna z hipotez wyjasniajacych ewolucje glosila, ze
wprowadzenie do procesu ewolucyjnego ,,nowosci” mia-
Toby polegac na duplikacji genu. Jedna kopia genu miata
stuzy¢ do kodowania ,,starego” biatka, nowa kopia byta-
by uwolniona dla ewolucyjnego ,,eksperymentowania”
i ostatecznie postuzytaby do wyksztalcenia nowych funk-
cji kodujacych. Ta hipoteza nie wyjasnia jednak faktu, ze
W miar¢ powstawania organizméw o coraz wickszej zto-
zonoSci nie wzrasta proporcjonalnie liczba gendéw kodu-
jacych biatko.

Dogmat jeden gen — jedno bialko — jedna funk-
cja ulegl obaleniu, gdy okazalo si¢, ze liczba rodzajow
czasteczek biatek jest przynajmniej o jeden rzad wick-
sza niz liczba gendw kodujacych biatko. W dodatku ulegt
rowniez obaleniu poglad, ze przestrzenna trojwymiaro-
wa konformacja czasteczki biatkowej jest determino-
wana wylacznie sekwencja aminokwaséw w polipepty-
dzie, co pierwotnie mial zdeterminowaé gen kodujacy.
Przestrzenna forma biatka zmienia si¢ w zaleznoSci od
mikro§rodowiska, np. oddzialywan danej czasteczki bial-
kowej z innym biatkiem, réznymi drobnymi czasteczka-
mi nie-biatkowymi, jonami, itd. Przestrzenna forma zale-
zy tez od chemicznych potranslacyjnych modyfikacji bia-
tek. Takie modyfikacje obejmuja fosforylacje, metylacje,
acetylacj¢, sumoylizacje, ubikwitynacje, glutamylacje,
itp. Modyfikacje potranslacyjne zmieniaja funkcje biat-
ka. Funkcjonalna r6znorodnos¢ biatek okreSlana termi-
nem ,,pleiotropia” zwigksza zfozono$¢ biologiczng biatek.

W ostatnich dziesigcioleciach poznano mechanizmy
(zapewne nie wszystkie), ktore wyjasniaja, jak mozna
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osiggnaé réznorodnos¢ strukturalng i funkcjonalng bia-
tek kodowanych przez jeden gen. Najwazniejsze z nich
zostang przytoczone nizej.

Alternatywne skladanie mRNA

Oprocz mozliwosci odtwarzania identycznych kopii genu
(DNA) gtéwnym zadaniem genu jest programowanie
syntezy bialka. Istnieje wielka r6znorodno$¢ biatek oraz
konieczno$¢ ich wybidrczo kontrolowanej syntezy w cza-
sie rozwoju embrionalnego, a potem prowadzenia synte-
zy w r6znych komérkach, tkankach i narzadach oraz w
odpowiedzi na zmienne bodzce srodowiskowe. Jednym
z mechanizmOw zapewniajacych generowanie z jednego
genu (DNA) réznych polipepetydéw o rdznych funkcjach
jest alternatywne skfadanie pre-mRNA.

Wielka czasteczka pre-mRNA (zwana tez jednost-
ka transkrypcyjna) podlega wspomnianemu wyzej pro-
cesowi sktadania (splicing). W procesie tym zostaja usu-
nicte dlugie niekodujace sekwencje intronowe, a ekso-
ny zostaja ztaczone w jeden ciag nukleotydow. W wielu
przypadkach skladanie przebiega w sposob alternatyw-
ny (Ryc. 5), generujac z sekwencji jednego genu (jedne-
go pre-mRNA) wiele roznych czasteczek mRNA, koduja-
cych rézne polipeptydy (biatka). Dla przykiadu (Ryc.5a),

jesli w pre-mRNA mamy trakt szeSciu eksonow (E)
oznaczonych kolejno 1 2 3 4 5 6, to w przypadku alter-
natywnego skladania moga powstaé czasteczki mRNA o
ciggu E, jak w pre-mRNA, lecz takze, oprdcz introndw,
moga zostac usunicte niektore eksony i utworzone zosta-
ng czasteczki mMRNA o ciggach E (Ryc. 5b): 123 4 6 albo
13456,albo12356,albo 1345 itd. Takie czasteczki
RNA beda kodowaly rézne izoformy polipeptydu o roz-
nych funkcjach. Zupetnie nieoczekiwanym byto odkry-
cie, ze w procesie skladania transkryptu (pre-mRNA)
genu ,,a” moze by¢ pobrany ekson z transkryptu genu
,b”, lezacego w duzej odlegtosci na tym samym chromo-
somie lub nawet na innym chromosomie. Wowczas moze
powstaé mRNA o ciaggu eksonéw 1 2 3 4 6, Ex (Ryc. 5b).
Po translacji aktywnie ztozonych mRNA powstaja r6zne
izoformy biatek. To odkrycie burzy pojecie genu jako Sci-
Sle okreSlonej jednostki strukturalnej, majacej swoje zde-
finiowane granice.

Skrajnym przyktadem zdumiewajacych mozliwoSci
alternatywnego sktadania jest transkrypt genu Dscam.
U czlowieka gen DSCAM (Down syndrome cell adhe-
sion molecule) koduje duze polipeptydy, biorace udziat
w rozwoju uktadu nerwowego. Neurony w trakcie roz-
woju osobniczego dostaja etykiete w postaci swoistego
spektrum polipeptyddw, co pozwala im zajaé odpowied-

a)
Chrom. ,a”
E, E; E; E4 Es Es Chrom. b Ex
(1
DNA m—i —i1—a =
Transkrypcja '
E4 Es E¢ Chrom. ,b” Ex
Pre-mRNA —- -
Sktadanie,
usuniecie
intronow mRNA ' EIIEEN
123456
b)
Alternatywne g
skiadanie; 12346, 13456, 12356, 1345, 12346Ex, itd.
powstajg rézne
mRNA
Translacja '
Roézne )
polipeptydy i a, b, c, d, e, itd.

rézne funkcje

Ryc. 5. Sktadanie mRNA. a) Zaréwno eksony (E), jak i introny genu (DNA) na chromosomie ,,a” i niekiedy
nawet cz¢$¢ genu na chromosomie ,,b” sa przepisane (transkrypcja) na diugi transkrypt pierwotny (pre-
mRNA). W procesie skladania z pre-mRNA zostaja wyci¢te sekwencje intronowe, a sekwencje eksonowe
zostaja spojone w jedna, ,dojrzaly” czasteczkg¢ mRNA. b) Cyfry pokazuja kilka réznych alternatywnych
sekwencji eksonéw w czasteczce mRNA po alternatywnym sktadaniu, gdy oprdcz intronéw zostaja wycigte
réwniez niektore eksony. W pierwszej czasteczce o ciagu 12346 zostal wyciety ekson ES5, w drugim ciggu
13456 zostat wyciety ekson E2, itd. W ostatnim przykladzie o ciggu 12346x zostal wycigty ekson ES5, ale
dodatkowo zostat ,,doklejony” ekson ,,Ex” z transkryptu odleglego chromosomu ,,b”. Rézne czasteczki
mRNA, powstale w wyniku alternatywnego skfadania, zostaja przetlumaczone (translacja) na rozne
polipeptydy, ktére moga miec rézne funkcje



nie miejsce w mozgowiu i polaczy¢ si¢ z odpowiedni-
mi komoérkami nerwowymi. Polipeptydy DSCAM biora
udziat w zfozonych kompleksach, umozliwiajacych stero-
wany ruch eksondéw komorki nerwowej w rozwoju osob-
niczym.

Dobrze poznany u muszki owocowej homologicz-
ny gen Dscam posiada 115 eksonéw. Potencjalnie alter-
narywne skladanie pre-mRNA Dscam moze generowac
38 016 réznych czasteczek mRNA, a zatem tylez roz-
nych izoform polipeptydéw (Schmuckler i in., 2000).
Dotychczas zdefiniowano kilka tysigcy takich izoform.
Geny Dscam naleza do rodziny genéw immunoglobuli-
nowych, ktore rowniez wykazuja wielkg zdolnos¢ rekom-
binowania. U muszki owocowej polipeptydy Dscam sta-
nowig takze sktadowa systemu odpornosci. W komor-
kach systemu nerwowego i gdzie indziej repertuar alter-
natywnych polipeptydéow Dscam zmienia si¢ w czasie
i jest elementem pozwalajacym odrézni¢ sasiadujace
komorki (np. w roéznych typach fotoreceptora). Trans-
krypty genéw kodujace inne rodziny bialek wciagnietych
w proces neurogenezy podlegaja rowniez alternatyw-
nemu sktadaniu (Neves i in., 2004). Skiadanie alterna-
tywne przejawia specyficzno$¢ narzadowa (Xu, Modrek
i Lee, 2002), zmienia si¢ w stadiach rozwojowych, a takze
posiada pewne cechy swoistoSci gatunkowe;j. Szacuje sig,
ze proces alternatywnego sktadania obejmuje 35-59%
gendw czlowieka. Proces regulowanego skfadania zacho-
dzi w trakcie tak podstawowego zjawiska, jak determi-
nacja plci u muszki owocowej (zob. Alberts i in., 1994).
W wyniku alternatywnego sktadania ,informacja pier-
wotna” genu zostaje przetworzona na ,,informacje wtor-
na”. Alternatywne skladanie pre-mRNA moze obej-
mowac takze poczatek i koniec czasteczki, zawieraja-
ce sekwencje nie ulegajace translacji, ale wplywajace na
wydajnoS¢ translacji, stabilno$¢ czasteczki mRNA lub jej
komorkowa lokalizacjg.

Przypuszcza sig, ze w trakcie ewolucji zachodzit pro-
ces generowania lub utraty eksonéw. Proces ewolucyj-
ny ,.eksperymentowal” i poddawal préobie nowe funkcje
alternatywnie zlozonych sekwencji, utrzymujac podsta-
wowy, stary zapis. Zjawisko alternatywnego sktadania
jest w odniesieniu do gendéw czlowieka cze¢ste i komor-
ka ludzka moze generowac wiele alternatywnych form
biatka o potencjalnie r6znej strukturze i funkcji. Jednak
mamy malo dowodéw na to, ze alternatywne sktadanie
daje wiele nowych funkcji enzymatycznych i struktural-
nych (Tress i in., 2007).

Niekiedy transkrypcja obejmuje dwa sasiadujace
geny i wowczas powstaje bialko chimeryczne oraz jego
liczne izoformy (Akiva i in., 2000).

Redagowanie mRNA

Proces redagowania RNA (RNA editing) jest ztozony ze
skomplikowanych mechanizméw biochemicznych, zmie-
niajacych na poziomie mRNA tre§¢ pierwotnej infor-
macji odczytanej z sekwencji nukleotydowych w DNA
(Smith, Gott i Hanson, 1997). Proces ten poznano u bak-
terii, wirusow, pierwotniakow, grzybow, drozdzy, roslin,

insektow i ssakow. Proces dotyczy tez samego DNA, ale
jest tu raczej wyjatkiem (w limfocytach B). Redagowa-
nie RNA obejmuje zfozone mechanizmy insercji i/lub
usuwania (delecji) czasteczek urydyny (U) w sekwencje
mRNA. Prosty mechanizm redagowania polega na che-
micznym przeksztalceniu w czasteczce mRNA w okre-
Slonych pozycjach kodonéw Cw Ui A w I (I = inozyna,
rzadki nukleotyd, gdy znajdzie si¢ w kodonie odczytywa-
ny jest jako G).

Redagowanie mRNA intensywnie zachodzi w mito-
chondriach Tiypanosoma i w chloroplastach roSlin.
Zachodzi réwniez u zwierzat, co umozliwia generowa-
nie narzadowych izoform bialek. Redagowanie wystepu-
je tez w syntezie niektorych biatek, zwiazanych z funkcja
kanaléw wapniowych oraz neuroprzekaznikdw w mozgu
czlowieka. W tych ostatnich przypadkach czesto zacho-
dzi podstawienie aminokwasu przez redagowanie mRNA
z udzialem deaminaz adenozyny, zmieniajacych A w L.
Utrata lub deregulacja funkcji deaminaz adenozyny idzie
czg¢sto w parze z zaburzeniami neurologicznymi. Pro-
ces zmiany A w I spostrzegano takze na granicy intron/
ekson, co w efekcie skutkowalo tworzeniem nowej formy
mRNA.

Konsekwencje redagowania mRNA sg glebokie. Dla
przyktadu, w komorkach watroby cztowieka gen APOB
daje transkrypt mRNA, kodujacy biatko apolipoprote-
in¢ B o diugosci 4 563 aminokwasow. Taki sam mRNA
(jako transkrypt genu APOB) powstaje w komorkach jeli-
ta, ale koduje mata czasteczke apolipoproteiny, zawiera-
jaca jedynie 2 152 aminokwasow. Jest to wynik redago-
wania mRNA w komorkach jelita, polegajacy na pod-
stawieniu U w miejsce C w Srodkowej czeSci czasteczki
mRNA. Podstawienie zachodzi w kodonie CAA (kodu-
jacym aminokwas glicyn¢), co przeksztatca CAA w kodon
UAA, ktory jest sygnalem ,,stop” dla procesu translacji,
w wyniku czego syntetyzuje si¢ jedynie polowa czastecz-
ki biatka. Proces ten zmienit pierwotng tres¢ informacji
w genie, co w konsekwencji dato dwie izoformy czastecz-
ki biatkowej, roznigce si¢ wielkoScig i funkcja — apolipo-
proteina B watrobowa jest niezbedna dla transportu cho-
lesterolu, podczas gdy apolipoproteina jelitowa bierze
udzial w absorpcji lipidow.

W mitochondrialnych mRNA u pierwotniakow Tiy-
panosoma podczas redagowania zachodzi intensywna
insercja i delecja U przy uzyciu czasteczek ,,RNA-prze-
wodnika” (guide RNA, gRNA) (Stuard i Panigrahi,
2002). Jest to wysoce zlozony mechanizm, ktérego zasade
ilustruje Rycina 6. Nie jest jasnym dlaczego, jak si¢ wyda-
je, intensywne redagowanie zachodzi gtéwnie w mitocho-
driach.

Redagowanie zachodzi rowniez w rRNA i tRNA.
W przypadkach redagowania mRNA, proces ten wywie-
ra gleboki efekt na pierwotng strukture biatka, wprowa-
dzajac sygnatl ,,stop” koficzacy translacj¢ wczesniej niz
to zaktadala informacja pierwotna w genie (DNA), lub
wprowadzajac zmiang¢ ramki odczytu. Podobnie gtebo-
ki wplyw na pierwotng struktur¢ biatka maja zmiany w
antykodonie tRNA.
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Potencjalny polipetyd
kodowany przez DNA

(gen) — ,informacja
pierwotna”

...Lys-Val-Glu-Asn-Leu- Val..

5> ... AAA GTA GAG AACCTG GTA GG ... 3’

3’ .. TTT CAT ...

Transkrypcja '

DNA sense
DNA antisense

mRNA przed redagowaniem

/ zawiera pierwotng informacje
genowg

5" .. AAA GUA GAG AACCUG GUA GG ... 3’
.. Lys -Val-Glu- Asn-Leu- Val...

Redagowanie mRNA '

\ Potencjalny polipeptyd

kodowany przez mRNA

Mechanizm redagowania z uzyciem ,przewodnika”
RNA — gRNA (guide RNA) i kompleksu biatek;
insercja np. 4 dodatkowych U powoduje zmiane
ramki odczytu i zupetng zmiane pierwotnej informaciji

5’ ... AAA GUA GAU UGU AUA CCU GGU AGG ..

Translacja

. Lys—Val — Asp — Cys — Ile — Pro — Gly — Arg ..

mRNA po redagowaniu
* (,informacja wtérna”)

Polipeptyd o zmienionej
sekwencji aminokwasow

Ryc. 6. Uproszczony schemat redagowania mRNA. W wyniku redagowania powstaje wtorna informacja
w mRNA, dajaca po translacji polipeptyd odmienny od zakodowanego w genie.
Insercjg nowych U w czasie redagowania zaznaczono wytluszczong czcionka

Uniwersalno$¢ zjawiska redagowania pre-mRNA
zapewnia mozliwoS¢ generowania wielu nowych izoform
biatka i przypuszczalnie ma jeszcze wiele innych funk-
cji biologicznych. Dla przykiadu, dzigki mechanizmom
redagowania, elementy powtarzajace si¢ Alu (por. wyzej),
wystepujace w wielkich liczbach w genomie cztowieka,
podlegaja glebokiej przebudowie. W wyniku takich pro-
cesOw moga powstawaé nowe sekwencje typu eksonow,
ktore po ,,wyjsciu” z sekwencji Alu (eksonizacja) zasilaja
repertuar eksonéw w genomie.

Redagowanie ma réwniez miejsce w pri-microRNA
przez mechanizm zamiany A na I i jest tkankowo swoiste.
Takie redagowanie przenosi swoistoS¢ ttumienia ekspresji
na inny zestaw gendéw (Kawakara i in., 2007).

Nie wiemy, co kieruje wysoce swoistym procesem
redagowania RNA, ani jak ten proces jest regulowany
i koordynowany, jak zachodzi w procesie rozwoju i jaka
jest jego swoistoS¢. Zjawisko redagowania RNA, podob-
nie jak sktadanie mRNA, narusza nasze postrzeganie
genu jako autonomicznego odcinka DNA, dziedziczne-
go i niezmiennego, jako jedynego Zrodta bezpoSredniej

instrukcji dla syntezy struktury pierwszorz¢dowej poli-
peptydu.

Gene sharing

Termin gene sharing (Piatigorsky, 2007) oznacza sytuacje,
gdy jeden i ten sam gen (DNA) jest uzywany wspo6lnie dla
syntezy jednego polipeptydu, ktory w zaleznosSci od kon-
tekstu (zapotrzebowania, st¢zenia polipeptydu w tkan-
ce) spetnia zupetnie rozne funkcje molekularne. Termin
gene sharing trudno jest przetlumaczy¢ na zwigzly termin
w jezyku polskim. Moze termin ,dzielenie si¢ genem”
najbardziej doktadnie oddaje jego sens. W teorii ewolu-
¢ji panowalo przekonanie, ze oprocz ,korzystnych” mu-
tacji, ktore wytrzymywaly presje selekcyjna, podstawo-
wym mechanizmem wprowadzajacym ,,nowosci” ewolu-
cyjne (tj. nowe biatka o nowych funkcjach) byta duplika-
cja genow. Zrobienie drugiej kopii genu umozliwitoby
zatrzymanie funkcji ,,starego” genu, podczas gdy nowa
kopia moze stuzy¢ dla wprowadzenia innowacji w struk-
turze i funkcji nowego biatka. Odkrycie zjawiska ,,dzie-
lenia si¢ genem” wskazuje na inny mozliwy mechanizm



innowacyjny: gen moze nabywac drugg funkcj¢ bez ko-
niecznoSci duplikacji genu i bez utraty jego funkcji pier-
wotnej. Co wigcej, ,,dzielenie si¢ genem” i multifunkcjo-
nalno$¢ bialek istnialy prawdopodobnie wcze$niej niz zja-
wisko duplikacji genéw. Kilka przyktadow zjawiska gene
sharing przytaczam za Piatigorsky’m (Piatigorsky, 2007).

Pod koniec lat 80. odkryto, ze u kaczki, kury i z61-
wia krystaliny — bialka soczewki oka spelniajace funkcje
optyczne (refrakcja), petniag w innych narzadach funkcje
enzymatyczne. Wkrotce okazalo sie, ze delta2 krystalina
soczewki oka kury jest biatkiem identycznym z lyaza/liazg
argininosukcynylowa, a eta-krystalina soczewki kaczki
pelni takze funkcje enzymu dehydrogenazy mleczanowe;j
B. U ptakéw i gadow sa duze réznice migdzygatunkowe
w budowie krystalin. Krystaliny wywodzg si¢ od drobno-
czasteczkowych bialek szoku cieplnego i u wielu gatun-
kow zatrzymuja te funkcje nawet w samej soczewce (jako
biatka chaperonowe). U kalamarnicy krystalina ma jed-
noczes$nie funkcje transferazy-S-glutationowej, u innych
migczakéw — funkcje dehydrogenazy aldehydowe;.

Biatko gelsolina, w wysokich stezeniach dziata jako
regulator szkieletu aktynowego rogdéwki u ryby danio,
ale w niskich stezeniach dziata jako czynnik moduluja-
cy formowanie si¢ wzoru brzuszno-grzbietowego w cza-
sie rozwoju embrionalnego. Rodopsyna u muszki owoco-
wej posiada funkcje fototransmittera i jednoczesnie orga-
nizatora cytoszkieletu aktynowego dla morfogenezy foto-
receptora. Bialko ksantynooksydoreduktaza, enzym kata-
bolizmu purynowego, ma réwniez inng funkcj¢. Uzywa-
ne jest do budowy otoczki wydzielajacej kropelki mleka
w gruczole mlecznym. Syntaza cytrynowa ma funkcje
metaboliczne, a takze funkcje strukturalne w cytoszkie-
lecie.

Te przykiadowe biatka enzymatyczne maja funkcje
biatek o wilasciwoSciach refrakcyjnych i innych struktu-
ralnych wowczas, gdy ich stezenie jest odpowiednio wyso-
kie, czyli dwie rozne wiasciwosci biatka wynikaja z rdznic
w ekspresji genu i jego lokalizacji tkankowej/narzadowe;.
Co wigcej ten sam polipeptyd moze znajdowac si¢ w roz-
nych przedziatach komorki, gdzie przejawia rozne funk-
cje w zaleznosci od interakcji z innymi czgsteczkami biat-
kowymi i lokalnymi kompartmentu.

Zjawiska te sa przyktadem zmian struktury i funk-
cji polipeptydu w zaleznoSci od jego st¢zenia, mikrosro-
dowiska w obregbie komorki i miejsca syntezy w tkan-
ce/narzadzie. Nalezy ostroznie podchodzi¢ do dogma-
tu, ze w kazdym miejscu i w kazdym czasie bialko bedzie
zawsze mialo t¢ sama funkcje, jaka wykazuje w danym
momencie i danym miejscu, gdyz ,,funkcja gendw i biatek
zalezy od kontekstu” (Piatigorsky, 2007) (Ryc. 7). Zja-
wisko ,,dzielenia si¢ genem” moze by¢ zjawiskiem trwa-
tym, wiecznym, lub tez moze by¢ zdarzeniem przejscio-
wym w procesie ewolucji (,,testowanie” nowych funkcji
biatka).

Piatigorsky dyskutuje na temat do$¢ subtelnych réz-
nic migdzy zjawiskiem gene sharing a pleiotropia. Pierw-
sze ma miejsce, gdy gen syntetyzuje biatko o dwdch
oddzielnych funkcjach, drugie za§ oznacza raczej sytu-
acje, gdy gen ,kontroluje” rdzne cechy fenotypowe. Tak

Funkcja A1

Wysoka, tkankowo
swoista ekspresja

Funkcja A2

Niska, powszechna
ekspresja

Ryc. 7. Dzielenie si¢ genem (gene sharing). Jeden i ten sam gen koduje
jeden polipeptyd, ktory w zaleznoSci od st¢zenia, miejsca i kontekstu
pelni odmienne funkcje molekularne

dla przyktadu liaza argininosukcynylowa jest enzymem
bioracym udzial w syntezie mocznika u ssakow, argininy
u ptakdw, ale jednoczesnie pelni funkcje biatka refrakeyj-
nego w soczewce oka. Natomiast enzym, syntaza tlenku
azotu, cho¢ jest rowniez syntetyzowany ,,na podstawie”
informacji jednego genu, bierze udzial w wielu r6znych
zjawiskach fenotypowych, jak np. procesy zapalne, neu-
rotransmisja, oddychanie, apoptoza, itd.

W zywych systemach polipeptydy (biatka) zwykle
wykonuja liczne funkcje. Enzym GAPDH (dehydrogena-
za glicerolaldehydo-3-fosforanowa) jest przyktadem bial-
ka o wielu funkcjach — jest enzymem glikolitycznym, bial-
kiem powierzchniowym wiazacym si¢ z innymi biatkami,
posiada role w transdukcji sygnatu, w soczewce wystepu-
je jako krystalina, jest koaktywatorem innych, biatek, itd.
Podobnie wielofunkcyjna jest enolaza — inny enzym dzia-
tajacy jako biatko szoku cieplnego, majace rol¢ w orga-
nizacji mikrotubul, ktore wiaze aktyne i plasminogen,
aw dodatku jest rowniez krystalina.

Zasadnicza nauka, jaka wyplywa ze zjawiska ,,dziele-
nia si¢ genem”, to przypomnienie, ze ani gen, ani biatko
nie sg elementami autonomicznymi, dzialajacymi w spo-
sOb niezalezny, izolowany, ale sa elementami dynamicz-
nego systemu (sieci).

Promotory alternatywne

Promotory sa swoistymi sekwencjami DNA, ktore umiej-
scawiano zwykle przed poczatkiem genu strukturalnego.
Stanowig one elementy niezbe¢dne dla inicjacji transkryp-
cji i kontroli ekspresji genow. Okazalo si¢ jednak, ze ich
polozenie w stosunku do genu w organizmach eukario-
tycznych jest bardzo rézne, a ponadto komoérka uzywa ich
alternatywnie, przez co zwigksza si¢ plastyczno§¢ ekspre-
sji gendw w organizmie wielokomérkowym. Transkrypcja
inicjowana z alternatywnych promotordw rozni si¢ pozio-
mem, a transkrypty (a zatem i kodowane przez nie bial-
ka) wykazuja rozne izoformy. Alternatywne promotory
wykazuja swoisto$¢ tkankowa i roznig si¢ odpowiedzig na
system sygnatéw (Ayoubi i Van de Ven, 1996).

Uzycie w procesie transkrypcji alternatywnych pro-
motordw jest jeszcze innym mechanizmem generujacym
réznorodno$¢ mRNA i biatka. Transkrypcja DNA (genu)
zaczyna si¢ od sekwencji zwanej promotorem, mieszcza-
cej si¢ zwykle na poczatku genu. Okazuje sig, ze gen
moze posiadaé kilka miejsc promotorowych.
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Ryc. 8. Alternatywne uzycie promotordw Prl lub Pr2 oraz alternatywne skfadanie
daje dwa rozne mRNA i dwa biatka CtBP2 i RIBEYE o roznej lokalizacji i r6znej funkcji. Rycina jest dalece
uproszczonym schematem wzorowanym na Ryc. 3.1 w monografii Piatigorsky’ego (Piatigorsky, 2007)

Przez uzycie alternatywnych promotoréw uzyskuje
si¢ nowe, zroznicowane i elastyczne narzedzie kontroli
ekspresji genéw: mozliwos¢ generowania bialek réznia-
cych sie¢ u poczatku czasteczki, kontrole poziomu trans-
krypcji, swoisto$¢ tkankowa, swoisto$¢ zwigzang ze sta-
dium rozwojowym, mozliwo$¢ kontroli wydolnosci trans-
lacji i czasu trwania czasteczek mRNA. Regulacja genow
przez mechanizm alternatywnych promotordow jest szero-
ko rozpowszechniona u organizméw zywych.

U kregowcdw wiele gendw posiada alternatywne
promotory uzywane w zaleznosci od narzadu, tkanki,
stanu fizjologicznego komorki, stadium rozwoju, zdolno-
Sci komorki do odpowiedzi na szczeg6lne stany mikro-
Srodowiska i odpowiedzi na warunki metaboliczne. Roz-
mieszczenie czasteczek biatkowych w komorce, poziom
biatka i jego funkcja jest takze uwarunkowana uzyciem
odpowiedniego promotora. Wprowadzenie do zagad-
nienia uzycia alternatywnych promotordw znajduje si¢ w
przegladowe;j pracy (Ayoubi i Van de Ven, 1996).

Uzycie alternatywnych promotorow skutkuje gte-
bokimi zmianami fenotypowymi. ,,Alternatywne miej-
sca inicjacji transkrypcji moga spowodowac transforma-
cj¢ introndw w eksony kodujace bialko i wytwarzaé biat-
ka o roznej strukturze i funkcji” (Piatigorsky, 2007). Przy-
taczam ten cytat ze Swietnej monografii Piatigorsky’ego,
gdzie podany jest przyktad genu kodujacego dwa odreb-
ne biatka w zaleznoSci od uzycia alternatywnych pro-
motoréw (Ryc. 8). Uzycie pierwszego promotora genu
CtBP2/RIBEYE daje biatko CtBP2 — posiadajace funk-
cje powszechnego represora transkrypcji. Uzycie alterna-
tywnego, drugiego promotora oraz alternatywnego skta-
dania daje biatko RIBEYE wystepujacego w synapsach
siatkowki, w §limaku ucha i przysadce. W wyniku uzycia
alternatywnych promotoréw z ,informacji” zapisanej w
jednym genie powstaja dwa rézne rodzaje biatka o roz-
nej lokalizacji i r6znych funkcjach.

Poprzez uzycie alternatywnych promotoréw uzysku-
je si¢ nowe, zroznicowane i elastyczne narzedzie kontroli
ekspresji genow, mozliwos¢ generowania bialek réznia-
cych si¢ na poczatku czasteczki, kontrole poziomu trans-
krypcji, swoisto§¢ tkankowa, swoisto$¢ zwigzang ze sta-
dium rozwojowym, mozliwo$¢ kontroli wydolnosci trans-
lacji i czasu trwania czasteczek mRNA. Regulacja genow
przez mechanizm alternatywnych promotor6w jest szero-
ko rozpowszechniona u organizméw zywych.

U kreggowcdw wiele gendw posiada alternatywne
promotory uzywane w zaleznosci od narzadu, tkanki,
stanu fizjologicznego komorki, stadium rozwoju, zdolno-
Sci komorki do odpowiedzi na szczeg6lne stany mikro-
Srodowiska i odpowiedzi na warunki metaboliczne. Roz-
mieszczenie czasteczek bialkowych w komorce, poziom
biatka i jego funkcja s takze uwarunkowane uzyciem
odpowiedniego promotora.

Nonsense-mediated mRNA decay

W prawidiowych komoérkach translacja mRNA w faicuch
biatkowy biegnie od sygnatu inicjujacego ,,start” (kodon
AUG) do sygnatu konczacego ,,stop” (kodony UAA,
UAG, UGA, zwane takze kodonami nonsense). Wskutek
mutacji punktowej lub mutacji z przesuni¢ciem ramki od-
czytu, w mRNA moga by¢ generowane kodony nonsen-
se, bedace przedwcezesnymi sygnalami terminacji transla-
cji (PTC - premature termination codons). Ich obecno$¢
uniemozliwia dokoficzenie syntezy czasteczki biatka, w
wyniku czego powstaja krotsze (,,przycigte”) czasteczki
biatka. Szacuje sig, ze tak uszkodzone biatka majq zwia-
zek z jedng trzecig chorob genetycznych, w tym réwniez
nowotworowych.

Komorki eukariotyczne posiadaja zdolnos$¢ rozpo-
znawania i degradowania takich transkryptow mRNA,
w ktorych pojawia si¢ przedwczesne sygnaly terminacji



translacji (PTC). System degradujacy czasteczki mRNA
posiadajace sygnaly PTC nazywa si¢ systemem NMD
(nonsense-mediated mRNA decay). System NMD rady-
kalnie redukuje poziom mRNA z przedwczesnymi sygna-
tami PTC, dzigki czemu synteza uszkodzonych (skroco-
nych) czasteczek biatka spada.

Prawdopodobnie system NMD ma funkcje bardziej
rozlegte niz tylko rodzaj ,kontroli jakoSci”, mozliwe, ze
reguluje ,,szum genomowy” i nadzoruje aktywnoS§¢ sze-
rokiego spektrum genéw (kinazy biatkowe, fosfatazy,
czynniki transkrypcyjne, geny biorace udzial w metabo-
lizmie aminokwasow), a takze bierze udzial w mechani-
zmach sktadania mRNA. System NMD nadzoruje takze
niefunkcjonalne transkrypty z retrowiruséw i transpo-
zondw, trzymajac je w uspieniu i jest aktywnym skiad-
nikiem regulacyjnym aktywnosci genowej (Mendel i in.,
2004; Alonso, 2005). System NMD jest ewolucyjnie kon-
serwowany i wystepuje powszechnie u drozdzy, robakow,
roslin, owadow i u ssakow (Maquat, 2005). Jego rola w
rozwoju osobniczym i ewolucji oraz znaczenie w klinice
nie jest w pelni poznane (Kuzmiak i Maquat, 2006; Mad-
ghalchi i in., 2001).

Inaktywacja gendéw supresorowych jest zwigzana z
dziedziczng forma nowotworow. Wigkszo§¢ sporadycz-
nych nowotwordw nie wykazuje inaktywacji tych gendw.
Gleboka mutacja lub utrata jednej kopii genu supresoro-
wego, np. genu RB w komorce germinalnej, ma charak-
ter recesywny, a zatem nie wywoluje wyraznego efektu
fenotypowego, czyli nie wigze si¢ z powstawaniem groz-
nego nowotworu oka — siatkéwczaka, poniewaz pozosta-
je druga czynna kopia (drugi allel). Utrata heterozygo-
tycznosci czyli zniesienie funkcji drugiej kopii (drugie-
go allelu) genu supresorowego (tu genu RB) prowadzi
do powstania dziedzicznej formy siatkéwczaka. To zja-
wisko znane jest w raku dziedzicznym i odpowiada hipo-
tezie ,,dwoch trafien” Knudsona. Najczestszym sposo-
bem unieczynniania allelu w genie RB jest nabycie muta-
cji nonsensowych, ktére generuja kodony przedwcze-
snej terminacji translacji — PTC (Holbtook i in., 2004).
W genie BRCAI germinalne mutacje typu PTC (w licz-
bie okoto 30) zidentyfikowano w 22 kodonach. System
NMD degraduje wigkszos¢ mRNA posiadajacych PTC,
ale jednoczesnie obserwuje si¢ obecnos¢ bialek ,,przy-
cigtych”. Przypuszczalnie pochodza one z PTC zlokali-
zowanych blisko kodonu inicjujacego, gdyz ta lokaliza-
cja PTC (podobnie jak lokalizacja blisko kodonu termi-
nujacego) wymyka si¢ spod nadzoru systemu NMD (Per-
rin-Vidoz i in., 2002).

NMD jest skomplikowanym systemem i funk-
cja kompleksu bialek kodowanych przez geny z rodzi-
ny Rentl (Upfl), ktére maja zdolno$¢ rozpoznawania
mRNA posiadajacego kodon PTC (,,stop”), z wyjatkiem
lokalizacji w eksonie koficowym, lub w poblizu poczat-
ku genu.

System NMD nie narusza jednak redagowanych czg-
steczek mRNA, w ktorych celowo powstal nowy sygnat
»stop”, skracajacy czasteczke biatka, jak w podanym
wyzej przykladzie jelitowej apolipoproteiny B.

Obecnos¢ systemu NMD nasuwa koniecznos§¢
zachowania ostroznos$ci w interpretacji ,,ekspresji genow”
przy uzyciu mikromacierzy DNA.
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